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1. Definición e historia 
Clínicamente, la enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerati-
vo de tipo progresivo que conduce a un deterioro global de las funciones cognitivas. Los 
individuos afectados tienen problemas de memoria, de lenguaje, incapacidad para resol-
ver problemas y de razonar; en algunos casos tienen síntomas psicóticos como paranoia 
y alucinaciones.  La enfermedad suele tener una duración media aproximada de diez 
años, aunque puede variar mucho de un paciente a otro.  
A pesar de que el primer caso de esta enfermedad fue descrito por Alois Alzhei-
mer en 1907, ha sido en las últimas tres décadas cuando se ha reconocido la magnitud 
de la enfermedad y se han producido grandes avances en el conocimiento de la etiología 
de la EA. La Figura 1 representa un esquema de la cronología de los principales descu-
brimientos en el estudio de la patología de EA.  
La evaluación médica y descripción original de A. Alzheimer hacía referencia a la 
presencia de ovillos neurofibrilares y placas neuríticas en el cerebro de una mujer de 53 
años, fallecida tras una corta enfermedad, cuyos principales síntomas fueron demencia, 
trastornos de lenguaje, alteraciones de memoria y celopatía. 
Originalmente, se consideró a la enfermedad como un tipo raro de demencia pre-
senil y no fue hasta finales de los años sesenta cuando se demostró, de forma inequívo-
ca, la presencia de ovillos neurofibrilares y placas neuríticas en ancianos con deterioro 
cognitivo, genéricamente diagnosticados de demencia senil (Blessed y cols., 1968).  De 
esta forma, la enfermedad de Alzheimer pasó de ser considerada una rareza, a ser reco-
nocida como la principal causa de demencia en los ancianos y uno de los principales 
problemas de salud de nuestro tiempo. Paralelamente, se empezaron a desarrollar crite-








Una vez que la enfermedad pudo ser estudiada ultraestructuralmente mediante el 
microscopio electrónico, Kidd y Terry dieron a conocer la ultraestructura de las placas 
neuríticas y de los ovillos neurofibrilares (Kidd, 1963; Terry, 1963). Ambos investiga-
dores describieron los filamentos helicoidales apareados (FHA) de los ovillos neurofi-
brilares y Ferry, además, observó que el núcleo de las placas neuríticas estaba constitui-
do por material fibrilar amiloide (Terry, 1978).  Posteriormente a los descubrimientos 
de Kidd y Terry, la biología molecular permitió conocer que los ovillos neurofibrilares 
estaban constituidos por proteína Tau hiperfosforilada y que el núcleo de las placas neu-
ríticas estaba formado por un péptido, β-amiloide,  de 40-42 aminoácidos (Glenner y 
Wong, 1984; Goedert y cols., 1991).  
Un hallazgo importante desde el punto de vista terapéutico fue el descubrimiento 
por David Bowen de la existencia de un déficit colinérgico en la EA (White y cols., 
1977), pues abrió una vía para el tratamiento con análogos de acetilcolina e inhibidores 
del enzima acetilcolinesterasa, siendo el primer gran paso que se ha dado en el trata-
miento de la enfermedad. Los avances en el campo de la genética molecular  y la gene-
ración de animales transgénicos como modelo experimental para el estudio de la enfer-
medad han contribuido a un mayor entendimiento de la EA. Sin embargo, aún quedan 
importantes cuestiones que resolver y una enorme presión social sobre la necesidad de 
desarrollar métodos eficaces de diagnóstico precoz y tratamientos que no sean única-
mente paliativos.  En este sentido, es interesante reseñar el estudio de Brookmeyer y 
cols., en 1998, que estimaron que podría reducirse en un 50% el número de pacientes 
con EA en el año 2050, si se consiguiera retrasar la aparición de la enfermedad en sólo 








*Descripción original de Alois Alzheimer (Alzheimer, 1907)
*Reconocimiento de EA como la principal causa de demencia en los ancianos 
(Blessed y cols., 1968)
*Déficit colinérgico asociado con EA (White y cols., 1977)
*Secuenciación de β-amiloide (Glenner y Wong, 1984)
*Localización el gen APP en el cromosoma 21 (Tanzi,1989)
*Se describe la primera mutación causante de la EA en el gen APP (Goate y cols., 1991)
*Generación de los primeros ratones transgénicos como modelo para el estudio de EA
(Kammesheidt y cols., 1992)
*Identificación y clonaje de Presenilina 1 (Sherrington y cols., 1995)
*Identificación de Presenilina 2 (Levy-Lahad y cols., 1995a y 1995b)
*Se demuestra la existencia de células troncales en el cerebro humano adulto 
(Eriksson y cols., 1998)
















2. Epidemiología, Etiología y Diagnóstico 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia en indivi-
duos de mediana y avanzada edad. Afecta al 7-10% de los individuos mayores de 65 
años y, aproximadamente, al 40% de los que han superado los 80 años de edad. El nú-
mero de personas afectadas por la enfermedad en los países avanzados aumenta progre-
sivamente debido al incremento significativo en las expectativas de vida. Se calcula que 
existen ya en el mundo 18 millones de personas que sufren de demencia, de las cuales 
cerca de dos tercios; es decir, aproximadamente 12 millones están afectados por la EA. 
Los pronósticos para el año 2025 indican que se habrá doblado el número de personas 
con demencia respecto al año 1980 en los países desarrollados, mientras que el número 
se multiplicará por cuatro en los países del Tercer Mundo. En nuestro país la enferme-
dad afecta aproximadamente a 400.000 personas y las expectativas son que esta cifra se 
doblará en el año 2020. Constituye ya la décima causa de mortalidad en España. Por 
estas razones, la enfermedad de Alzheimer ha sido nombrada como la epidemia silen-
ciosa del siglo XX. 
 
La etiopatogenia de la enfermedad  es múltiple. Se clasifica en dos tipos: 
 
• Enfermedad de aparición precoz o EA presenil, cuando los síntomas se 
manifiestan antes de los 65 años. También conocida como enfermedad de Alz-
heimer de tipo genético o familiar, representa entre el 1% y el 5% de los casos. 
 
•  Enfermedad de aparición tardía, si se manifiesta después de los 65 años 
de edad. También conocida como enfermedad de Alzheimer compleja o esporá-






La EA de tipo familiar se genera por la transmisión autosómica dominante de alte-
raciones en los cromosomas 1 (presenilina 2, PS2), 14 (presenilina 1, PS1) o 21 (Proteí-
na Precursora de Amiloide, APP) (ver tabla I). Hasta el momento se han identificado 
tres mutaciones en PS2 (Hardy, 1997), numerosas mutaciones en PS1 y nueve mutacio-
nes en el gen que codifica para la APP en algunos centenares de familias en el mundo. 
Las mutaciones en PS1 originan una forma más agresiva que las mutaciones en PS2, en 
la que los síntomas aparecen antes de los 50 años y causa la muerte aproximadamente a 
los 60 años de edad. La frecuencia de aparición de mutaciones en PS1 y PS2 es de 2-3% 
y 0,5% del total de casos de EA de aparición precoz, respectivamente (Richard y 
Amouyel, 2001). Las mutaciones en APP afectan a muy pocas familias en el mundo en-
tero y se ha estimado que sólo dan cuenta del 0,4% de los casos de EA  (Richard y 
Amouyel, 2001), pero su aparición tiene severas consecuencias biológicas. La edad de 
aparición de la enfermedad en estas familias oscila entre 39 y 67 años y la penetrancia 
es del 100% en los portadores. 
En la EA de tipo esporádico, la etiología es multifactorial con diversos factores de 
riesgo que incluyen la predisposición genética; así por ejemplo, se sabe que la  EA es 
más frecuente en  los sujetos portadores del alelo ε4 de la Apolipoproteína E (APOE, 
cromosoma 19), especialmente en los casos homozigóticos para dicho alelo (Ver tabla 
I). Por el contrario, se ha postulado un efecto opuesto para el alelo ε2 de la misma 
APOE, que tendría por tanto un papel protector. Cada vez es más abrumadora la evi-
dencia epidemiológica de que los factores de riesgo exógenos y ambientales como la 
diabetes, hipertensión arterial, dietas ricas en grasas, tabaquismo..., y otros como la in-
toxicación crónica leve por metales como el cobre, favorecen también el desarrollo de la 
enfermedad de Alzheimer en las personas genéticamente predispuestas. Sin embargo, ni 
los factores genéticos ni los ambientales, por separado, provocan la enfermedad. Los 
factores genéticos y ambientales son necesarios, pero no suficientes, necesitando ade-
más del factor envejecimiento. Así por ejemplo, la prevalencia aumenta con la edad pa-
sando de ser de un 0,02% en el tramo de edad de los 30 a los 59 años, a un 10,8% para 






Tabla I.- Factores genéticos en la enfermedad de Alzheimer. 
 
      MUTACIONES 
   (Asociadas con EAF) 
                           POLIMORFISMO 
                (Asociados con casos esporádicos) 
      CONFIRMADOS      NO CONFIRMADOS  
 
 
-Gen de la APP (Cromo-
soma 21). 
-Gen de la PSEN1 
(Cromosoma 14) (She-
rrington y cols., 1995) 
-Gen de la PSEN2 
(Cromosoma 1) (Levi-





-Alelo ε4 del gen de la 
APOE (Cromosoma 19) 
(Bullido y cols.,1998) 
 
 
-Gen A2M (Cromosoma 12) (Peri-
cak-Vance y cols., 1997) 
-Gen VLDLR (Cromosoma 9) 
(Okuizumi y cols., 1995) 
-Gen AACT (Cromosoma 14) 
(Finckh, 2003) 
-Gen BCHE (Cromosoma 3) (Alva-
rez-Arcaya, 2000) 
-Gen ACE (Cromosoma 17) (Ri-
chard y cols., 2000) 
-Genes IL-1a y IL-1b. (Cromosoma 
2) (Nicoll y cols., 2000; Grimaldi y 
cols., 2000). 
 -Gen PLAU (Cromosoma 10) 
(Reiemenschneider  y cols., 2006) 





A2M: α-2 macro globulina, VLDLR: receptor de lipoproteínas de muy baja densidad, 
AACT: α-1 antiquimiotripsina, BCHE: butirilcolinesterasa K, ACE: acetil colina, IL-1a y IL-1b: 






Muchos de esos factores son controlables mediante la dieta, el mantenimiento de 
un peso corporal adecuado y algunos medicamentos, lo que incrementa su importancia 
epidemiológica. Lo mismo puede decirse de la llamada "Reserva Cognitiva", que se de-
fine como un modelo dinámico de activación cerebral que utilizan los sujetos normales 
y que implica una capacidad para la activación progresiva de redes neuronales en res-
puesta al aumento en las demandas cognitivas (Stern, 2006). Los sujetos con mayor ca-
pacidad cognitiva natural y adquirida (cociente intelectual, cultura, estudios académi-
cos, participación en actividades intelectuales y de esparcimiento como juegos de mesa, 
baile...) presentan la enfermedad más tarde que los sujetos con menor Reserva Cogniti-
va; a igual cantidad de lesiones histopatológicas cerebrales típicas de enfermedad de 
Alzheimer presentes en sus cerebros. Aparentemente, las personas con mayor reserva 
cognitiva compensan las lesiones histopatológicas utilizando redes cerebrales alternati-
vas, y esto, les permite funcionar con más normalidad que la que cabría esperar del aná-
lisis histopatológico. 
La heterogeneidad de la EA y la necesidad de refinar su diagnóstico hizo que, en 
1984, un grupo de expertos del Instituto Americano de enfermedades neurológicas, 
cognitivas e infarto (NINCDS) y la asociación de Alzheimer y enfermedades relaciona-
das (ADRDA), estableciesen unos parámetros de diagnóstico de esta enfermedad que 
fuesen utilizados de forma sistemática por todos los profesionales (McKhann y cols., 
1984). De esta manera, unificando los criterios, sería posible una mejor evaluación de 
los ensayos clínicos o la validación de pruebas de laboratorio, así como el estableci-
miento de correlaciones clínico patológicas. Además del diagnóstico neuropsicológico 
de demencia, se evalúan en cada caso tomografías computarizadas, imagen y/o espec-
troscopia de resonancia magnética, tomografía de emisión de positrones, electroencefa-
lograma y otros análisis que permiten; además, eliminar otras posibles causas patológi-
cas para el deterioro mental como accidentes cerebrovasculares, infecciones, traumatis-
mos, etc. Aun así, el diagnóstico se considera sólo probable o posible a menos que haya 
una confirmación post-mortem a través del análisis de la anatomía patológica del cere-
bro del enfermo. 
En la actualidad, se considera importante poder detectar, de forma fiable, lo que se 
ha dado en llamar deterioro cognitivo leve (DCL), y poderlo diferenciar del concepto de 





varias funciones cognitivas y que no cumple criterios suficientes de gravedad para ser 
calificado de demencia. Se estima que el 55% de los casos desemboca en EA en un pla-
zo de 4,5 años (Ávila y cols., 2004). La conveniencia de identificar casos de DCL (EA 
incipiente) frente a los casos de DCL de otra etiología, llevó al grupo de Neurología de 
la Conducta y Demencias (GNDC) de la Sociedad Española de Neurología  a encargar a 
un grupo de expertos la redacción de criterios más precisos que han sido publicados re-
cientemente (Robles y cols., 2002) y que incluyen pruebas opcionales, como análisis 
genéticos y de algunos marcadores biológicos, así como las técnicas de neuroimagen 
estructural y funcional.  
3. Neurobiología y Neuropatología de la EA 
  3.1. Vulnerabilidad 
  La EA afecta de forma selectiva a ciertas regiones del cerebro, principalmente a 
las áreas de asociación cortical y del sistema límbico, mientras que otras permanecen 
relativamente preservadas. La pérdida neuronal afecta fundamentalmente a las grandes 
neuronas corticales (Mann y cols., 1988), hipocampo, amígdala y corteza entorrinal. 
Histopatológicamente la enfermedad se caracteriza por la formación de placas neuríticas 
o seniles, ovillos neurofibrilares en el citoplasma de las neuronas y depósitos amiloideos 
en el endotelio vascular de la corteza cerebral. Estas lesiones estructurales aparecen 
principalmente en las zonas límbicas y en la corteza de asociación heteromodal, exis-
tiendo una menor densidad de lesiones en las zonas sensoriales primarias, áreas moto-
ras, ganglios basales y cerebelo (DeKosky, 2002). Por otra parte, también se observa  
una cierta vulnerabilidad selectiva de los sistemas neurotransmisores. El sistema coli-
nérgico es el más afectado, aunque también depende de la zona cerebral, como es el ca-
so de la pérdida de neuronas colinérgicas en la región anterior basal, pero no en el tallo 
cerebral (Davies y Maloney, 1976). 
3. 2. Placas neuríticas 
Las placas neuríticas, una de las dos lesiones cerebrales descritas en el artículo 
original de Alzheimer, son acúmulos microscópicos extracelulares de diámetro variable 





cerebro como el área de asociación de la corteza, hipocampo y amígdala (Morris y cols., 
1996, McKhann y cols., 1984) (figura 2).  
Se componen de un núcleo central de amiloide fibrilar, visible con la tinción de 
tioflavina o rojo Congo, rodeado de neuritas distróficas, que contienen restos de lisoso-
mas y mitocondrias, y de astrocitos y microglía. Las neuritas distróficas que forman par-
te de cada placa pueden derivar de los distintos tipos de neuronas, colinérgicas, dopami-
nérgicas, etc. El tiempo de generación de estas placas se desconoce, pero es probable 
que se desarrollen de forma gradual en un margen de tiempo considerable, muchos me-
ses o años (Selkoe,  2001a). 
 
Figura 2.- Placas neuríticas con centro amiloide y neuritas distróficas periféricas 
Tinción de plata en córtex cerebral (x 100) 
La mayor parte del β-amiloide fibrilar presente en las placas neuríticas es el frag-
mento Aβ de 42 residuos, que es la forma más hidrofóbica y susceptible de formar 
agregados (Jarrett y cols., 1993), aunque también contiene Aβ40 (Iwatsubo y cols., 
1994). Estos péptidos son producto de la hidrólisis de la llamada proteína precursora de 





(Selkoe y cols., 1988). La función de esta proteína no se sabe por completo. El análisis 
de su estructura primaria sugiere que APP puede ser un receptor de superficie glicosila-
do (Kang y cols., 1987). El análisis de la expresión de APP durante el desarrollo del ce-
rebro, sugiere que esta proteína es importante para la maduración del sistema nervioso 
central ya que parece estar involucrada en la formación y en el mantenimiento de co-
nexiones sinápticas y plasticidad neuronal (Kirazov y cols 2001). Además, la APP juega 
un papel importante en la respuesta al estrés y en la regulación de daños en el sistema 
nervioso (Panegyres, 2001).  
Cuando se dispuso de anticuerpos específicos contra β-amiloide endógeno o sinté-
tico, se pudieron observar depósitos de β-amiloide sin la apariencia fibrilar característi-
ca de las placas neuríticas y con una distribución cerebral más amplia. Estas formacio-
nes se denominan placas difusas y sólo contienen Aβ42. Aparentemente, estas placas 
difusas son lesiones prematuras, que eventualmente pueden evolucionar hacia la forma-
ción de las clásicas placas neuríticas como lo sugieren las observaciones realizadas en 
ratones transgénicos que expresan mutantes de la APP humana (Selkoe, 2001b), así co-
mo en estudios inmunohistoquímicos de pacientes con síndrome de Down (Lemere y 
cols., 1996). Estos enfermos presentan, frecuentemente, placas difusas en la adolescen-
cia, pero no las clásicas placas neuríticas, que aparecen por lo general dos décadas des-
pués. 
3.3. Ovillos neurofibrilares. Alteraciones en el citoesqueleto 
La mayoría de neuronas afectadas en la EA, presentan entramados u ovillos neu-
rofibrilares, muy poco solubles, que son acúmulos de filamentos proteicos lineales de 
aproximadamente 10 nm y pares de filamentos que se enrollan formando hélices  con 
una periodicidad media de 160 nm (Selkoe 2001a) (figura 3). Estos entramados son fá-
cilmente distinguibles de otras estructuras filamentosas normales, como los neurofila-
mentos o microtúbulos. La localización habitual de estos ovillos es siempre intracelular 
pero, ocasionalmente, se encuentran en el parénquima, liberados por la célula como re-
sultado de la muerte neuronal. Los entramados neurofibrilares también se encuentran en 
otras enfermedades como el síndrome de Down, la demencia pujilística y el parkinso-





la proteína Tau era el componente mayoritario de los filamentos helicoidales empareja-
dos (PHF) (Wischik y cols., 1988), que dan lugar a los ovillos neurofibrilares y se en-
cuentran principalmente en el hipocampo, córtex entorrinal y amígdala. Los PHF son  
estructuras anómalas generadas por la agregación e hiperfosforilación de Tau (Julien y 







Figura 3.- Secciones de tejido con tinción de plata. 
A) ovillos neurofibrilares (x 40). B) Ovillos neurofibrilares en corteza entorrinal (x 100) 
Mientras que la distribución del β-amiloide es aleatoria y no sigue aparentemente 
ningún patrón, los ovillos neurofibrilares,  por el contrario, siguen un patrón de afecta-
ción regional totalmente predecible con mínimas diferencias entre individuos lo que ha 
llevado a determinar varias etapas histopatológicas tempranas y tardías de la EA. Esta 
determinación fue realizada por Braak y Braak (Braak y Braak, 1996), y se ha dividido 
en 6 estadios durante el curso de la EA:   
     Estadios I y II o estados preclínicos, también llamados transentorrinos. 
Se caracterizan por la escasa presencia de ovillos neurofibrilares en la 
región transentorrinal y moderada en la región entorrinal e hipocampo. 
     Estadios III y IV. Se caracterizan por una severa afectación de la capa 
superficial entorrinal (estadio III), y de la capa profunda de la región en-
torrinal (estadio IV). Las alteraciones en estas dos capas de la región en-
torrinal destruyen la transmisión de la información desde el isocortex al 







     Por último, los Estadios V y VI o también llamados estadios isocortica-
les. Se caracterizan por el progresivo deterioro del hipocampo y de las 
áreas de asociación, llevando a la alteración de la memoria y de las fun-
ciones cognitivas, e incluso funciones del lenguaje, motoras, visuales etc.  
Esta distribución en estadios neuropatológicos se correlaciona con la evolución 
clínica de la enfermedad. Se ha demostrado el paralelismo entre la disminución de me-
moria con cambios neurofibrilares y la formación de placas neuríticas en la corteza en-
torrinal y el hipocampo (estadios del I a IV). Asimismo la presencia isocortical de estos 
cambios (estadios de V a VI), se correlaciona con alteraciones clínicas severas. El esta-
do transentorrinal (estadios del I a II), probablemente corresponde a estadios silenciosos 
de la enfermedad.  
Estos estadios actúan como criterios neuropatológicos para confirmar la EA.  
4. Mecanismos moleculares implicados en la degeneración neuro-
nal en la EA. 
En los últimos años, se ha acumulado gran cantidad de información relativa a los 
mecanismos moleculares implicados en la patogenia de la EA, derivada fundamental-
mente de la experimentación con animales modificados genéticamente y cultivos celula-
res como modelo para el estudio de la EA. Como era de esperar desde que se observó la 
presencia de β-amiloide (Aβ) en neuronas degeneradas de pacientes con EA, las altera-
ciones en la estructura y/o el procesamiento de APP parecen jugar un papel relevante en 
la patogénesis de la enfermedad. Los cambios bioquímicos asociados de forma general  
con el envejecimiento como niveles elevados de radicales libres (Varadarajan y cols., 
2000), alteraciones en el metabolismo energético (Gibson y cols., 1998), oxidación de 
proteínas, peroxidación de lípidos (Butterfield y Stadtman, 1997) y alteraciones en la 
homeostasis iónica  (Mattson, 2000)  aparecen acentuados en el cerebro de pacientes de 
EA.  Otros mecanismos destacados implican cambios en la organización del citoesque-
leto como consecuencia de la hiperfosforilación de la proteína Tau, una respuesta infla-







La llamada hipótesis del β-amiloide (Aβ) propone que la acumulación progresiva 
de Aβ a lo largo de la vida inicia una compleja cascada multicelular que incluye micro-
gliosis, astrocitosis, formación  de neuritas distróficas, daños patológicos en el citoes-
queleto, pérdida de las funciones sinápticas y neurotransmisoras y;  finalmente, la muer-
te neuronal por apoptosis (Selkoe, 2003). La figura 4 recoge, esquemáticamente, la se-
cuencia de acontecimientos que eventualmente originarían la EA según Selkoe (2000). 
Formas autosómico dominantes de EA
Mutaciones APP,PS1 y PS2
Hiperproducción de Aβ42
Acumulación progresiva y agregación de Aβ42 en cerebro
Formación de placas difusas
Activación microglial y astrocítica y alteración de la homeostasis iónica neuronal; estrés oxidativo
Alteración en la actividad quinasas/fosfatasas: fosforilación de Tau y formación de PHF
Pérdida de neuronas y sinapsis con déficit de neurotransmisores
DEMENCIA
Formas esporádicas de EA
(apoE4 y otros genes)
Aumento gradual de Aβ42
 
Figura 4.- Secuencia hipotética de etapas patogénicas en la EA.  Tomado de Alzheimer re-
search forum (2003). http://www.alzzforum.org/home.asp. 
 Esta hipótesis se sustenta en tres observaciones: 1) El efecto tóxico del A  basado 
en experimentos in vitro, donde la adicción de A  fibrilar se vió que era neurotóxica; 
bien actuando sobre la función mitocondrial (Kaneko y cols., 1995), la homeostasis del 
calcio (Clarke y cols., 1998) o a través de la interacción con  APP (Lorenzo y cols., 
2000). 2) Las mutaciones encontradas en la forma familiar de la enfermedad producen, 





cas (Goate y cols., 1991; Sherrington y cols., 1995, Rogaev y cols., 1995).  3)  La so-
breexpresión de APP a lo largo de la vida aumenta la deposición de A  como confirma 
el hecho de que pacientes con la trisomia del 21, cromosoma donde se localiza APP, 
desarrollan placas de A  a edades tempranas (Hardy y Allsop, 1991) y el descubrimien-
to de un nuevo tipo de EA familiar como consecuencia de la duplicación del locus de 
APP (Rovelet-Lecrux y cols., 2006). 
El término A  se refiere a un fragmento de 40-42 aminoácidos que deriva de la 
proteína precursora de amiloide (APP). La APP es una glicoproteína de membrana que 
contiene en su secuencia la región Aβ, formada por 39-42 aminoácidos, situada entre el 
único dominio transmembranal y la larga región extracelular de la molécula (Glenner y 
Wong, 1984, Masters y cols., 1985). La región β-amiloide es liberada tras la acción pro-
teolítica sucesiva de las llamadas β-secretasa (BACE) y γ-secretasa. Alternativamente, 
la APP sufre una degradación proteolítica, catalizada por la α-secretasa que libera una 
porción extracelular de APP (sAPPα) que no es amiloidogénica y que parece ser impor-
tante en los procesos de plasticidad neuronal (Mattson, 1997). 
En contra de lo que se postuló inicialmente, se sabe ahora que Aβ  es un producto 
normal del metabolismo de APP, que es producido por todo tipo de células y que circula 
por los fluidos extracelulares. La mayoría de Aβ generado intracelularmente es secreta-
do. Los niveles de Aβ en el fluido cerebroespinal son de 3-8 nM, mientras que los plas-
máticos suelen ser inferiores a 500 pM (Scheuner y cols., 1996), lo que sugiere que Aβ 
puede atravesar la barrera hematoencefálica (Poduslo y cols., 1999) y acumularse en el 
cerebro.  
El aumento en los niveles estacionarios de Aβ se debe no sólo a un aumento en la 
generación del péptido, sino también, a una menor actividad de los enzimas que degra-
dan la molécula. Algunas proteasas cerebrales que pueden estar implicadas en este pro-
ceso son la neprilisina, de la familia de las metaloproteasas (Iwata y cols., 2000) y la 
enzima degradante de insulina (IDE) (Qiu y cols., 1998). Otro mecanismo que contribu-
ye a disminuir el acúmulo de  Aβ, es la fagocitosis de las fibrillas de amiloide por la mi-





Los efectos de la acumulación de Aβ en los fluidos intersticiales del cerebro y, 
probablemente, intracelularmente (Gouras y cols., 2000), incluyen una respuesta infla-
matoria exacerbada (McGeer y McGeer, 1995), un aumento en la generación de radica-
les libres (Keller y cols., 1998), mecanismos de oxidación de proteínas, lípidos y otras 
macromoléculas (Behl y cols., 1994); así como una mayor vulnerabilidad neuronal a la 
excitotoxicidad y apoptosis (Mattson, 2000). Otra consecuencia de la acumulación de 
Aβ es una alteración de la homeostasis iónica (Mattson y cols., 1992). El aumento en la 
entrada de Ca2+, desde el medio extracelular y su acumulación en la célula, parece jugar 
un papel importante en la neurodegeneración (Chittajallu y cols., 1998). Por otra parte, 
un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ puede contribuir a una mayor fos-
forilación de Tau y desestabilización de los microtúbulos, ya que se ha descrito la parti-
cipación de quinasas dependientes de Ca2+/Calmodulina (Ca2+/CaM) en la fosforilación 
de Tau (Yoshimura y cols., 2003). 
Aunque la cascada patogénica del Aβ puede explicar el deterioro de las funciones 
cognitivas en la EA, aún quedan importantes cuestiones por resolver. Quizás la más sig-
nificativa, es la que se refiere a la vulnerabilidad selectiva de las distintas poblaciones 
neuronales. Existen diferencias locales y regionales en la acumulación crónica de Aβ42. 
En algunas zonas no se llegan a formar estructuras fibrilares como, por ejemplo, en el 
cerebelo, cuerpo estriado y tálamo, mientras que en otras zonas (hipocampo y corteza 
cerebral) tiene lugar la oligomerización y fibrilación de manera importante. Estas ob-
servaciones sugieren la existencia de factores pro y anti-agregantes de Aβ en las formas 
oligómericas tóxicas. También, se debe considerar el hecho de que hay una vulnerabili-
dad selectiva de ciertas neuronas a la citotoxidad inducida por Aβ (Selkoe, 2002). Otros 
argumentos que cuestionan esta hipótesis son: en primer lugar que, salvo excepciones, 
numerosos estudios, han demostrado que la cantidad de depósitos de Aβ en cerebros de 
pacientes con EA, apenas guarda correlación con el grado de deterioro cognitivo o la 
cuantía de la pérdida neuronal o sináptica que éstos experimentan (Arriagada y 
cols.,1992; Gómez–Isla y cols.,1992); en segundo lugar, se ha detectado un número sig-
nificativo de placas de Aβ en ancianos no dementes;  en tercer lugar que,  generalmente, 
los depósitos de Aβ no se encuentran rodeados de daño tisular detectable. Pero quizás, 





todos los esfuerzos, aún no se han identificado con certeza cuales son las especies neu-
rotóxicas de Aβ in vivo,  ni el mecanismo por el cuál éstas interfieren con el normal 
funcionamiento de las neuronas y sinápsis. 
Se piensa que la toxicidad de Aβ se debe fundamentalmente a su acumulación, 
más que al daño que causa su agregación formando placas (Selkoe 2003). Aβ  puede 
aparecer de diversas formas: mónomeros, dímeros, oligómeros y polímeros que son los 
que forman las fibrillas presentes en las placas neuríticas y en la microvasculatura. Las 
teorías más recientes proponen que no es el Aβ fibrilar el responsable de la interrupción 
de la plasticidad sináptica y de la muerte neuronal, sino  oligomeros solubles del pépti-
do, es decir la forma prefibrilar del Aβ. Sin embargo, las evidencias del papel de los 
oligómeros de Aβ soluble como causa de la perdida sináptica y del subsiguiente sín-
drome de demencia en los pacientes todavía no son del todo claras. 
Pese a que de momento sólo tenemos  un conocimiento parcial de los mecanismos 
fisiopatológicos y patogénicos que subyacen a la EA y que en la hipótesis de la cascada 
amiloide está pendiente establecer de forma firme la relación causa efecto entre el acú-
mulo de Aβ y la formación de ovillos neurofibrilares o de la pérdida de neuronas y si-
napsis; esta hipótesis para explicar la enfermedad, ha permitido algo tan importante co-
mo es la puesta en marcha de novedosas estrategias terapéuticas, cuyos sitios potencia-
les de intervención son destinados en primer lugar, a disminuir la producción de Aβ ac-
tuando sobre las β y γ  secretasas (Scorer, 2001). En segundo lugar se ha trabajado acti-
vamente en conseguir aumentar la degradación de los depósitos de Aβ. En este sentido 
hay que destacar los buenos resultados conseguidos con la inmunización con Aβ en ra-
tones (Morgan y cols., 2000; Janus y cols., 2000) y humanos (Hock y cols., 2002; 
McLaurin y cols., 2002). Estos trabajos impulsaron el desarrollo de una vacuna (Elan 
Pharmaceuticals, AN-1792) que comenzó a administrarse a pacientes. Sin embargo su 
uso tuvo que ser suspendido tras observar en algunos pacientes (6% de los casos) una 
respuesta neuroinflamatoria muy severa (Check, 2002; Nicoll, 2003). Tras el estudio de 
dos pacientes inmunizados con AN-1792 (Patton y cols., 2006), de los cuales sólo uno 
había desarrollado meningoencefalitis se observó que las placas de Aβ disminuyeron en 





los anticuerpos era responsable de la meningoencefalitis.  No obstante, la inmunización 
con AN-1792 produjo un aumento notable en el contenido de Aβ soluble y no eliminó  
depósitos de Aβ difuso (Aβ 17-42), de los cuales se sabe  que no forman estructuras fi-
brilares ni provocan inflamación pero, que se ha descrito recientemente que tienen efec-
tos tóxicos que se le atribuyen a su C-teminal (Wei y cols., 2006). Por estas razones se 
sigue investigando en la generación de nuevos anticuerpos que mejoren el resultado ob-
tenido de la primera vacuna. En este sentido cabe destacar la generación de anticuerpos 
dirigidos contra el extremo C-terminal Aβ en ratones transgénicos (Levites y cols., 
2006). 
4.2. Hiperfosforilación de la proteína Tau. 
 La hiperfosforilación de la proteína Tau caracteriza a un conjunto de enfermeda-
des neurodegenerativas llamadas Tauopatías que incluyen a la EA (Buee y cols., 2000). 
 Tau es una proteína asociada a los microtúbulos (MAP) que se expresa princi-
palmente en el cerebro, aunque también  se ha descrito su expresión en células no-
neuronales en cultivo como es el caso de  fibroblastos humanos. Esta proteína se carac-
teriza por ser hidrofílica con una estructura filamentosa (Hirokawa y cols., 1988). Se 
han observado diferentes polipéptidos de Tau mediante el análisis de proteínas proce-
dentes de extractos cerebrales. Esto se debe por un lado a que  la proteína Tau es codifi-
cada por seis polipéptidos generados por procesamiento alternativo de ARN (Himmler, 
1989) y por otro a los diferentes niveles de fosforilación de la proteína (Goedert y cols., 
1992).  
  La función normal de la proteína Tau es ensamblar y estabilizar  microtúbulos 
manteniendo la estructura integra del citoesqueleto (Lee y cols., 2001), aunque también 
puede jugar un papel importante regulando procesos como el transporte axonal (Mal-
delkow y cols., 2004). Se sabe que para que la proteína Tau funcione correctamente es 
importante la regulación de su estado de fosforilación. En la fosforilación normal de 
Tau están implicadas actividades tanto de quinasas como de fosfatasas. Una hiperactivi-





PP2A, PP2B), da lugar una pérdida en el balance a favor de la fosforilación que condu-
ce a la aparición de las enfermedades llamadas Tauopatias.  
Se han propuesto al menos 77 sitios posibles de fosforilación de Tau en residuos 
de serina o treonina, como se observa en la fígura 5. Estos sitios de fosforilación han 
sido divididos en dos grupos principales: aquellos que pueden ser  modificados por qui-
nasas dirigidas por prolinas, como es el caso de la quinasa glucogeno sintasa 3 (GSK3), 
quinasa dependiente de ciclina (CDK5), quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 
como p38 o JNK y también, las quinasas activadas por estrés (SAPK). En el otro grupo 
están aquellos sitios que pueden ser modificados por quinasas independientes de proli-
nas, tales como quinasa reguladora de la afinidad del microtúbulo (MARK) o la proteí-
na quinasa II dependiente de Ca2+ y calmodulina (CaMK II) (Imahori Uchida, 1997; 
Goedert y cols., 1997; Correas y cols., 1992; Drewes y cols., 1992; Scott y cols; 1993; 
Hanger y cols., 1992; Lucas y cols; 2001).   
Región acídica Región rica en prolina Repetición
 
Figura 5.- Posibles sitios de fosforilación de la proteína Tau. Representación esquemática de    
los dominios de la proteína Tau  y sus posibles sitios de fosforilación, se indica con rectángulos ro-
jos los sitios de hiperfosforilación encontrados en los filamentos apareados helicoidales caracterís-
ticos de la EA. Los sitios de unión de la proteína Tau a microtúbulos se han marcado desde el R1 
al R4   
La fosforilación anormal de Tau en enfermedades neurodegenerativas esta asocia-
da a sitios de fosforilación serina/treonina dirigidos por prolina (Lee y cols., 2001) (ver 
figura 5). Se cree que las quinasas que inician este proceso de hiperfosforilación son 
CDK5 y GSK3β (Hanger y cols., 1992; Ishiguro y cols., 1992; Mandelkow y cols., 





actividad está incrementada en algunas Tauopatias entre las que se incluye la EA (Shel-
ton y cols., 2004). Del mismo modo, la GSK3β, colocaliza con agregados de Tau hiper-
fosforilada (Ishizawa y cols., 2003). Por otra parte, se ha podido demostrar que el Aβ, 
actuando como antagonista de receptores de insulina,  produce un aumento en la activi-
dad de GSK3β (Xie y cols., 2002) y, por tanto, en la hiperfosforilación de Tau (Álvarez 
y cols., 1999).Ver la implicación de la hiperfosforilación de Tau en la neurodegenera-
ción es fácil, debido a que  provoca su disociación de los microtúbulos y su agregación 
en los ovillos filamentosos insolubles (PHF). La disociación de Tau de los microtúbulos 
tiene como consecuencia la desestabilización del citoesqueleto y,  por ende alteraciones 
en la geometría celular, el transporte intracelular y, en último término, la viabilidad neu-
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Figura 6.- Proteína Tau en la EA. La fosforilación de Tau está regulada por un balance entre múl-
tiples quinasas y fosfatasas. La hiperfosforilación de Tau por un lado retiene a la proteína Tau 
normal y a los microtúbulos causando desensamble de microtúbulos y alteraciones en el transporte 
axonal y por otro lado se agrega en fibrillas insolubles. Tanto la formación de ovillos como la des-
organización de microtúbulos, altera la función sináptica y neuronal. Los ovillos pueden degradarse 
por la vía ubiquitin proteasoma pero este proceso es insuficiente, provocando muerte neuronal 





4.3. Inflamación y EA 
Una respuesta inflamatoria persistente y exacerbada parece ser una característica 
de la EA. La presencia de microglía y citoquinas inflamatorias, entre otros elementos, 
aparecen asociadas a las placas seniles en biopsias cerebrales postmortem de pacientes 
con EA, pero no de individuos no dementes (McGeer y McGeer, 1998). Del mismo mo-
do, se han encontrado signos de activación de la microglía en modelos murinos de EA 
que desarrollan abundantes placas de amiloide (Bornemann y cols., 2001). Por otro la-
do, existen estudios epidemiológicos que sugieren que el tratamiento prolongado con 
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) retrasa la aparición y la progresión de la EA 
(McGeer y McGeer, 1996). Basándose en estas evidencias, se propuso que la neuroin-
flamación podría ser una de las causas de la EA. Si este fuera el caso, es evidente que 
tendría importantes implicaciones en la búsqueda de nuevos tratamientos. Alternativa-
mente, la inflamación podría ser consecuencia del proceso patológico y no influir sus-
tancialmente en la progresión de la enfermedad. También se ha considerado la posibili-
dad de que la inflamación induzca una respuesta inmune beneficiosa que pudiera limitar 
el avance de la enfermedad, en cuyo caso, la inhibición del proceso inflamatorio no se-
ría deseable. 
El desarrollo de anticuerpos específicos en el año 1980  hizo posible identificar, 
en material de autopsia de enfermos de EA, la presencia de proteínas del complemento 
y la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la microglía alre-
dedor de las placas de β-amiloide (Eikelenboom y Stam, 1982; Mcgeer y cols., 1988). 
Desde entonces muchos estudios han confirmado la expresión anómala de citoquinas, 
proteínas del complemento etc., asociadas con la respuesta inmune e inflamatoria (Aki-
yama y cols. 2000). Más recientemente, estudios de genómica, comparando la expresión  
de genes en regiones vulnerables de pacientes de EA y donantes controles de edad 
aproximada, han confirmado estos hallazgos y desvelado un aumento de expresión de 
otros genes relacionados con procesos inflamatorios, como es el caso de IL-1a, IL-1b, 
COX-2 o NF-κB ( Blalock y cols., 2005; Colangelo y cols., 2002). En resumen, los es-
tudios neuropatológicos y de expresión genética muestran, de forma inequívoca, la acti-





permiten discriminar si el proceso inflamatorio aparece antes de la patología o es una 
reacción compensatoria al proceso degenerativo. Hay que tener en cuenta, además, que 
muchos de los factores inmunes y proteínas inflamatorias tienen múltiples funciones y 
su mera presencia no indica si tiene efectos beneficiosos o perjudiciales. 
Un descubrimiento clave en relación a inflamación-EA fue la demostración de 
que el β-amiloide es un potente activador del complemento (Rogers y cols., 1999). La 
activación del complemento en la EA se había demostrado previamente (Eikelenboom y 
Stam, 1987), pero no se habían encontrado anticuerpos asociados con las lesiones histo-
patológicas de la EA. Posteriormente se pudo demostrar que el β-amiloide activa el 
complemento por un mecanismo distinto a la clásica activación por anticuerpos y que 
consiste en su unión a la cola de colágeno de C1q (Webster y cols, 1999). La activación 
del complemento da lugar a la producción de toxinas anafilácticas que a su vez amplifi-
can el proceso inflamatorio. 
Además de iniciar la respuesta inmune activando el complemento, el Aβ participa 
en el proceso neuroinflamatorio a través de varios mecanismos: a) activación de facto-
res de transcripción como por ejemplo NF-κB y AP-1 (Kaltschmidt y cols., 1997; Ferrer 
y cols., 1997); b) mediante la activación del receptor CD40 (Tan y cols., 1999); y c) 
mediante el receptor γ activador de proliferación de peroxisomas (PPARγ) (Sun y cols., 
2002). 
En apoyo de que la neuroinflamación tiene consecuencias deletéreas en la EA es-
tán los estudios epidemiológicos, que mostraron una menor incidencia de EA en pacien-
tes de artritis con tratamientos prolongados con AINEs (McGeer y Rogers, 1992). Por 
otra parte, también en modelos murinos de EA, se ha observado la eficacia de ciertos 
AINEs reduciendo las placas de amiloide, la activación de la microglía y disminuyendo 
los niveles locales de IL-1a (revisado en Morgan y cols., 2005). No obstante, hay una 
gran disparidad de resultados, tanto entre los estudios epidemiológicos como en los es-
tudios con ratones transgénicos, dependiendo de la droga utilizada, tiempo de adminis-
tración o de factores desconocidos. Una posible explicación para estas discrepancias 
puede ser la observación de que los AINEs tienen efectos adicionales a los puramente 





ta especificidad por COX-1 y COX-2 y otras posibles dianas. Es destacable la observa-
ción de que los AINEs que han dado mejores resultados en ratones transgénicos que so-
breexpresan la APP humana han sido los que actúan sobre COX-1  o sobre  rutas alter-
nativas, como la activación de PPARγ o γ-secretasa; mientras que los ensayos clínicos 
en humanos  que no han mostrado resultados beneficiosos  han tenido como protagonis-
tas los inhibidores específicos de COX-2  (Wyss Coray, 2006).   
En la actualidad, se están realizando ensayos clínicos con drogas que no dependen 
de la actividad de COX-2. Destacan los efectos de flurbiprofeno y su enantiómero.  La 
fase II de un ensayo con R-flurbiprofeno (flurizan), de doce meses de duración, acabó 
recientemente mostrando cambios estadísticamente significativos en el declinar de las 
actividades cotidianas en pacientes con EA moderada. En un estudio de seguimiento 
paralelo y tras 21 meses de tratamiento se ha podido apreciar una desaceleración en el 
deterioro funcional y cognitivo (http://www.miriad.com/alzheimers/flurizan.php). La 
fase III de este ensayo ya está en marcha. 
Como habíamos mencionado anteriormente, la inflamación puede jugar un papel 
protector en los procesos neurodegenerativos crónicos. La activación de la microglía 
parece facilitar la eliminación de placas de Aβ (Wilcock y cols., 2004). En consonancia 
con esta idea, anticuerpos anti-Aβ, inducidos por inmunización activa con péptidos Aβ 
sintéticos o inmunización pasiva, se mostraron muy eficaces reduciendo las placas de 
amiloide en ratones TgAPP, actuando en las células de la microglía (Monsonego y 
Weiner, 2003). A la inversa, en ratones op/op con una disfunción de la microglía, ya 
que carecen del factor estimulante de macrófagos (M-CSF), se ha descrito la aparición 
de depósitos de Aβ en el parénquima cerebral (Kaku y cols.,  2003). Estos estudios fue-
ron la base para desarrollar la primera vacuna contra la EA. La inmunización con Aβ42 
(AN-1792, Elan Pharmaceuticals Inc), fue efectiva para la eliminación de las placas se-
niles, en un ensayo clínico realizado con 400 pacientes, pero también tuvo consecuen-
cias negativas y algunos pacientes desarrollaron meningoencefalitis (Nicoll y cols., 
2003).   
En resumen, desde la descripción de la activación del complemento y la microglía 





para estudiar el proceso de la neuroinflamación, se ha recorrido un gran camino. Sin 
embargo, aún no hay datos concluyentes de que la inflamación pueda estar en el origen 
de la patología. También el papel de los AINEs en la EA, es controvertido y no hay que 
olvidar el posible beneficio de la inflamación cuando se trata de identificar posibles di-
anas terapéuticas. 
4.3. Estrés oxidativo y EA. 
 Se sabe que a lo largo de la vida de un individuo ocurren muchos cambios, uno 
de los más difundidos es el daño oxidativo. Aunque el oxígeno es esencial para la vida 
sus metabolitos conocidos como especies de oxígeno reactivas (ROS), pueden causar un 
daño celular importante. Se sabe que, aproximadamente, el 1% del flujo mitocondrial de 
electrones puede generar ROS, los cuales son detoxificados por antioxidantes celulares. 
Cuando los niveles de ROS exceden la capacidad antioxidante de la célula ocurren unas 
condiciones deletéreas conocidas como estrés oxidativo. La acumulación de ROS, que 
incluye H2O2, radicales hidroxilos y el anión superóxido, tiene como consecuencia la 
oxidación de proteínas, peroxidación de lípidos, daños en el ADN y, últimamente, se ha 
visto que puede causar muerte celular vía apoptosis y necrosis. Indirectamente, a través 
de la interacción de los radicales hidroxilos con óxido nítrico, pueden  interferir con la 
función de algunas proteínas introduciendo grupos nitrito en los residuos de tirosina. 
Dado que las neuronas tienen una alta tasa metabólica, limitado potencial de regenera-
ción, y relativamente bajos niveles de antioxidantes, se piensa que son particularmente 
vulnerables a las ROS. Los estudios en cerebros humanos postmorten han implicado 
repetidamente el estrés oxidativo en la muerte neuronal, particularmente en transtornos 
neurodegenerativos tardíos. Por ejemplo, se ha encontrado incremento en varios bio-
marcadores de estrés oxidativo en regiones enfermas de tejido cerebral postmorten en 
pacientes de esclerosis amiotropica lateral (ELA), enfermedad del prión, enfermedad de 
Huntington y parálisis supranuclear progresiva (Andersen, 2004; Barnham y cols., 
2004). El análisis de necrosias de pacientes con EA también ha revelado la existencia de 
todos estos marcadores de estrés en zonas afectadas por la enfermedad junto con abun-
dantes placas neuríticas y ovillos neurofibrilares  (Sayre y cols., 2001). Signos de estrés 
oxidativo también se han encontrado en células extraneurales de pacientes con EA (Me-





ra consecuencia de la enfermedad, sino que puede estar genéticamente determinado 
(Eckert y cols., 2003).  Algunos autores han sugerido que las alteraciones en la función 
mitocondrial y el estrés oxidativo son eventos iniciales en la patogénesis de la EA (Cas-
tellani y cols., 2002; Nunomura y cols., 2001).  
Desde hace tiempo se piensa que Aβ juega un papel importante en la generación 
de ROS (Butterfield y cols., 1994; Behl y cols., 1994) y que ésta puede ser la causa de 
una mayor vulnerabilidad de ciertas neuronas a la muerte celular por apoptosis. Esta 
idea se apoya, entre otras, en las siguientes observaciones: a) Las acciones neurotóxicas 
de Aβ se pueden bloquear con antioxidantes (Kaltschmidt y cols., 1997), b) La sobreex-
presión de mutantes humanas de APP, PS1 o PS2, produce en cultivos celulares una al-
teración de la función mitocondrial, un aumento en los niveles de superóxido y apopto-
sis (Guo y cols., 1999; Perry y cols., 2002). Resultados similares se han obtenido con 
células neurales y extraneurales procedentes de animales modificados genéticamente 
para sobreexpresar mutaciones en APP o PS (Guo y cols., 1999; Matsuoka y cols., 
2001; Eckert y cols., 2001a , 2001b, 2003). 
Los mecanismos moleculares implicados en la inducción de estrés oxidativo y 
muerte neuronal por Aβ no son del todo conocidos. Se ha sugerido que Aβ puede dete-
riorar la función colinérgica (Li y Smith, 1996), y alterar la homeostasis de Ca2+ (Guo y 
cols., 1997; Mattson, 2002).  Recientemente, se ha sugerido que el estrés oxidativo in-
ducido por Aβ puede ser una presión mitótica que fuerce a ciertas neuronas a una entra-
da aberrante en el ciclo celular (Klein y Ackerman, 2003). 
4.5.  Ciclo celular y EA. 
 La última y quizás la más controvertida teoría para la patogénesis de la EA plan-
tea que una de las posibles causas de la pérdida neuronal es debida a la reactivación del 
ciclo celular en neuronas diferenciadas (Arendt y cols., 1996; Yang y cols., 2001). 
La teoría explica el interesante paralelismo entre el desarrollo del cerebro y la EA. 
Así, los cambios cognitivos y funcionales que ocurren en la EA se corresponden con un 
modelo inverso a lo que ocurre en el desarrollo (Reisberg y cols., 2002). La EA devasta, 





1998; Arendt,  2003; Braak y cols., 1991),  mediante un mecanismo que afecta más se-
veramente a regiones del cerebro que son ontogénicamente y filogenéticamente, las más 
recientes (Arendt, 2000, 2003). 
En el desarrollo del cerebro las neuronas se integran en redes sinápticas una vez 
que se haya completado la proliferación, migración y diferenciación del progenitor neu-
ronal. Las señales celulares que controlan la conectividad y la plasticidad sináptica tam-
bién representan las señales ambientales que mantienen las neuronas en estado diferen-
ciado, impidiendo la reactivación de las señales que conducen a la migración o prolife-
ración. Este papel dual de señales morforregulatorias representa un riesgo inherente pa-
ra las neuronas con un alto grado de plasticidad sináptica ya que, en algunas circunstan-
cias, se puede producir una reactivación errónea del ciclo celular que puede, finalmente, 
desencadenar la muerte celular en las neuronas (Arendt, 2003). 
4.5.1.  Alteraciones mitóticas en la EA. 
Las evidencias que demuestran una reactivación del ciclo celular en neuronas son 
numerosas. Los estudios de Vicent y Davies fueron los primeros en mostrar la expresión 
de proteínas reguladoras del ciclo celular en neuronas procedentes de cerebros con la 
EA (Vicent y cols., 1996). Posteriormente otros laboratorios han descrito un amplio 
número de proteínas del ciclo celular en neuronas de biopsias cerebrales de individuos 
afectados con EA (Arendt y cols, 1996, Mcshea y cols., 1997, Nagy y cols., 1997, Bus-
ser y cols., 1998). Estos estudios se basan principalmente en evidencias inmunocito-
químicas que muestran la reaparición  de quinasas del ciclo celular, de sus activadores y 
de sus inhibidores, y por lo tanto, ofrecen sólo apoyos indirectos de que las neuronas 
están entrando en un ciclo celular real. Las evidencias directas vinieron con Yang y 
cols. en el año 2001. Estos autores mediante el uso de fluorescencia de hibridación in 
situ (FISH), pudieron demostrar la replicación del ADN en 4 loci de 3 cromosomas dis-
tintos en una fracción significativa del hipocampo de EA, sin que este proceso ocurriera 
en otras zonas cerebrales de los mismos sujetos no afectadas por la patología o en neu-









Figura 8.- FISH aplicado a neuronas de cerebros de pacientes con EA y a controles de la 
misma edad. Se muestran neuronas del núcleo basal de Meynert  procedentes de cerebros de in-
dividuos controles y de EA, marcadas con  una sonda que reconoce el gen BACE 1 que se localiza 
en el cromosoma 11. Se encontraron neuronas poliploides en cerebros de pacientes con EA (panel 
B). Sin embargo, no se encontró poliploidia en las neuronas procedentes de cerebros de individuos 
controles (panel A). Escala 10µm. 
Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de que la desregulación del ciclo 
celular podría estar implicada en la generación de las dos características neuropatológi-
cas más importantes de la enfermedad: la formación de ovillos neurofibrilares y la gene-
ración de placas de amiloide. Uno de los factores más destacados de la fase G2 y gene-
ralmente del ciclo celular es la activación de las quinasas necesarias para que la célula 
progrese a través de las diferentes etapas del ciclo (Massagué, 2004). La activación de 
estas quinasas está asociada con una disminución de la actividad de fosfatasas y una 
gradual desestabilización de microtúbulos en un intento de preparar a la célula para la 
citocinesis. La desestabilización de los microtúbulos aumenta el pool de Tau libre no 
unido a tubulina y que puede ser fácilmente fosforilado. De esta forma, se dificulta el 
re-acoplamiento de Tau a los microtúbulos y se facilita la formación de PHF típico de 
los ovillos. Durante G2, también se altera el estado de fosforilación de otras proteínas, 
como es el caso de la proteína APP, de manera que se producen cambios en su proce-
samiento, dando como resultado la producción de fragmentos β-amiloide  (Suzuki y 
cols., 1994). Podemos decir, por tanto, que algunos cambios invariables de la enferme-
dad como la fosforilación de Tau o la expresión, fosforilación y metabolismo de la pro-
teína precursora de amiloide (APP), en neuronas que están degenerando, son también 





El ciclo de división celular es un proceso altamente regulado con numerosos pun-
tos de control para asegurar la normal proliferación celular en presencia de señales am-
bientales adecuadas. Los periodos asociados a la replicación del ADN (fase S) y la mi-
tosis (fase M), están separados por periodos intermedios G1 y G2. La progresión  a través 
de las distintas fases del ciclo de división celular ocurre por la expresión y activación 
secuencial de diversas CDKs (quinasas dependientes de ciclinas) (Grana y cols., 1995), 
que a su vez dependen de la presencia de reguladores positivos y reguladores negativos. 
 La reentrada de células arrestadas en G0 a G1 del ciclo celular es mediada por la 
expresión y activación de complejos ciclina D/CDK4,6 inducida por la presencia de fac-
tores de crecimiento mitóticos. La transición de G1 a S es regulada por la activación de 
complejos ciclina E/CDK2 (Sherr y cols., 1994). La ausencia de ciclina E o la inhibi-
ción de ciclina E/CDK2 por p21Cip1 (p21), p27Kip1 (p27) y p53, podría causar el paro de 
la etapa G1. El siguiente destino de las células paradas en G1 depende de la presencia o 
ausencia de ciclina A (Grana y cols 1995). En ausencia de ciclina A, las células retornan 
a G0 y se rediferencian; sin embargo en presencia de ciclina A las células entran en divi-
sión, pierden la capacidad de rediferenciarse y; si no son capaces de completar el ciclo 
mueren por apoptosis (Meikrantz y Schlege, 1995). En células proliferantes, esta alter-
nativa, progresión, arresto o apoptosis, tiene como objetivo prevenir la transmisión de 
los posibles daños en el material genético. En células altamente diferenciadas como las 
neuronas, este mecanismo previene la generación inadecuada de nuevas células que no 
podrían ser integradas en los circuitos neuronales existentes (Copani y cols., 2001). En 
otras palabras: la entrada inadecuada en el ciclo celular de células altamente diferencia-
das produce, en último término, la  muerte celular. 
El análisis de la expresión de proteínas del ciclo celular en neuronas procedentes 
de necropsias de individuos con la EA, permitió elucidar la progresión de las células a 
través de las distintas fases del ciclo. Este análisis reveló la presencia de ciclina D1 y 
CDK4 en neuronas enfermas sugiriendo que las neuronas vulnerables en la EA no están 
permanentemente en fase quiescente (Mcshea y cols., 1997;  Nagy y cols 1997). La pre-
sencia de ciclina E/CDK2 indicó que las neuronas pasan a G1 (Nagy y cols 1997). La 
presencia de replicación del ADN sugirió que las neuronas susceptibles pueden comple-





B1/ CDK2 indicó que las neuronas que se degeneran en EA pueden incluso, en algunos 
casos, alcanzar la fase G2 (Smith y cols., 1995). Sin embargo, nunca se han encontrado 
evidencias de mitosis, lo que sugiere que la re-entrada en ciclo, como muestra la expre-
sión de estos marcadores, conduce a la muerte neuronal (Copani y cols 2001; Herrup 
2004).  Dicho de otro modo, las neuronas están comprometidas a permanecer en blo-
queo permanente del ciclo celular, pero si por alguna razón se fuerza la entrada en ciclo, 
mueren (Lee y cols, 1992). 
4. 5. 2.     Reactivación del ciclo celular y muerte neuronal. 
 
Mientras que la relación existente entre ciclo celular, muerte celular y diferencia-
ción está bien documentada, fundamentalmente, en lo que se refiere a los procesos neo-
plásicos (Piacentini y cols., 1993) o al desarrollo del SNC durante la embriogénesis 
(Ross, 1996). Se sabe mucho menos del control de estos procesos en células altamente 
diferenciadas, como las del sistema nervioso. 
En 1993, Heinzt postuló que un descontrol del ciclo celular podría originar la 
muerte de neuronas diferenciadas. Se basaba en el hecho de que los tumores neuronales 
son muy raros, y dedujo que las células neuronales debían ser, de alguna manera, resis-
tentes a la transformación neoplásica (Heintz, 1993). Por otra parte, la evidencia expe-
rimental demostró que la expresión de oncogenes en células neuronales causaba su 
muerte en lugar de la proliferación celular (Feddersen y cols., 1992). Recíprocamente, 
la inhibición farmacológica del ciclo celular o la expresión ectópica de CDKIs (inhibi-
dores de quinasas dependientes de ciclinas), protege a las neuronas frente a agentes in-
ductores de muerte celular (Giovanni y cols., 1999; Osuga y cols., 2000; Knockaert, 
2002). 
Desde estos primeros trabajos, que sugerían una relación causal entre activación 
del ciclo celular y muerte neuronal, se han realizado numerosos estudios in vitro que 
han confirmado las consecuencias negativas del intento de neuronas diferenciadas de 
iniciar un ciclo de división celular. Así por ejemplo, se ha observado que neuronas de 
retina de pollo cultivadas en presencia del factor de crecimiento nervioso, insulina y 
neurotrofina-3, sufren apoptosis previa entrada en ciclo celular, y que este fenómeno se 





mente, Smith y cols. han demostrado mediante infección de neuronas con adenovirus 
que expresan el oncogen c-myc, que se  produce replicación del ADN y que las células 
progresan hasta G2 antes de su muerte (McShea  y cols., 2006). La administración de 
roscovitina, un inhibidor de CDKs (quinasas dependientes de Ciclinas), previene la pro-
gresión a través del ciclo y la muerte celular por apoptosis. Estos resultados demuestran 
que aunque algunas neuronas retienen la capacidad de responder a factores de creci-
miento entrando en el ciclo celular, esta estimulación produce muerte celular en lugar 
de proliferación. Asimismo, experimentos realizados en modelos animales y observa-
ciones realizadas en otras enfermedades neurodegenerativas, apoyan directa o indirec-
tamente la hipótesis de que la entrada en el ciclo celular conduce a la muerte neuronal. 
Por ejemplo, ratones deficientes en la proteína del retinoblatoma (Lee y cols., 1992) o 
ratones con la mutación “Harlequin” (Hq) (Klein y cols., 2002), presentan neurodegene-
ración tras la entrada aberrante en ciclo celular. Por otra parte, ratones transgénicos (Tg) 
que expresan el oncogen viral antígeno T de SV40 bajo el promotor del gen pcp-2 espe-
cífico de células de Purkinje desarrollan ataxia cerebelosa (Feddersen y cols 1992). 
Igualmente, los ratones Tg que expresan el mismo oncogen bajo el control del promotor 
de rodopsina, son ciegos, como consecuencia de la pérdida de neuronas de la retina (Al-
Ubaidi y cols 1992). En células de Purkinje, y neuronas estriadas de ratones nulos para 
el gen atm (ataxia-telangiectasia) se han detectado evidencias de entrada aberrante en 
ciclo celular y duplicación del material genético (Yang y Herrup; 2005).  En ninguno de 
estos casos se observó la aparición de tumores. En otras enfermedades degenerativas no 
relacionadas con la demencia, también se ha observado muerte neuronal asociada con 
eventos del ciclo celular. Es el caso de la esclerosis lateral amiotrópica (ELA), donde se 
ha observado un aumento en la expresión de ciclina D1 y una redistribución del factor 
de transcripción E2F-1 en neuronas afectadas (Ranganathan y Bowser, 2003). 
4. 5. 3.   Apoptosis neuronal 
La idea de que la muerte neuronal ocurre por apoptosis en la EA fue sugerida por 
primera vez por  Su y cols en 1994, cuando mostraron evidencias de fragmentación de 
ADN en neuronas de cerebros de individuos con EA. Posteriormente se han encontrado 
numerosas evidencias que la pérdida neuronal en la EA y otras enfermedades neurode-





se ha encontrado actividad caspasa en cerebros postmorten de individuos con EA (Sel-
nick  y cols, 1999, Stadelmann y cols 1999, Raina y cols., 2001). La mayoría de los es-
tudios apuntan a una mayor contribución a la neurodegeneración, de la llamada apopto-
sis intrínseca, es decir, el proceso que depende de la integridad y función mitocondrial, 
más que de la activación de receptores de muerte (Yuan y Yankner, 2000). El daño en el 
ADN (hereditario o inducido), un aumento en el influjo de Ca2+ desde el medio extrace-
lular y el estrés oxidativo o metabólico, son algunas de las causas que pueden alterar la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberación de moléculas relevantes pa-
ra el proceso de apoptosis (Kermer y cols., 2004).  A pesar de las evidencias a favor de 
la activación de apoptosis  en cerebros de pacientes de EA y de otras enfermedades neu-
rodegenerativas, se discute si el término apoptosis es adecuado para describir pérdida 
neuronal en este tipo de enfermedades (Zhu y cols., 2006; Jellinger, 2006). La contro-
versia radica fundamentalmente en el corto tiempo que se necesita para completar la 
apoptosis en cultivos neuronales y la naturaleza crónica de la patología neurodegenera-
tiva. Se sabe que algunos de los mediadores de la cascada apoptótica pueden regular la 
apoptosis de forma bidireccional mostrando actividad pro- o anti-apoptótica. Por esta 
razón, se ha sugerido que en el cerebro de pacientes de EA, las proteínas reguladoras de 
apoptosis podrían,  en realidad,  actuar abortando el proceso apoptótico, prolongando de 
esta forma la supervivencia de las neuronas afectadas. Este proceso que se ha denomi-
nado abortosis o apoptosis abortiva (Raina y cols., 2003), implicaría que las neuronas 
afectadas pierden incluso la capacidad de controlar su propia muerte programada y pro-
porciona a estas neuronas una señal aberrante de supervivencia. 
4.5.4. La entrada en ciclo es necesaria pero no suficiente para causar 
pérdida neuronal. 
Aunque la aberrante entrada del ciclo celular de neuronas susceptibles puede con-
tribuir a la pérdida neuronal de la EA, las proteínas mitóticas no están exclusivamente 
asociadas con el final del estado neuropatológico, sino más bien con cambios neurona-
les muy tempranos que ocurren en la enfermedad (Busser y cols., 1998; Yang y cols., 
2003; Yang y Herrup, 2006). De hecho los marcadores del ciclo celular aparecen antes 
que los cambios citopatológicos, como se ha demostrado en 4 modelos de ratón para la 
EA que desarrollaban placas de amiloide. En estos ratones se observó que la expresión 





la aparición de las placas de Aβ y del proceso inflamatorio (Yang y Herrup, 2006). La 
observación de la presencia de marcadores del ciclo celular en casos de pacientes con 
DCL, también sugiere que la entrada en ciclo celular es un acontecimiento temprano en 
el transcurso de la enfermedad (Yang y cols., 2003).  
El trabajo de Yang y Herrup (2006), sugería que la re-entrada en ciclo celular de 
neuronas vulnerables es un factor necesario, pero no la causa inminente de la muerte 
neuronal, al menos en ratones. Aparentemente el tiempo que transcurre desde que las 
neuronas inician un ciclo de división celular y su muerte es considerable (Busser y cols., 
1998;  Yang y cols., 2001). Estos autores estimaron, de forma independiente y con téc-
nicas distintas, el tiempo que transcurre entre estos dos procesos en cerebro humano. 
Durante todo este tiempo, cercano al año, se puede encontrar neuronas aneuploides sin  
grandes cambios en su funcionalidad (Hock y Lamb, 2001). Se puede hacer dos inter-
pretaciones de estas observaciones. En primer lugar, se puede pensar que la re-entrada 
en ciclo celular no es suficiente por sí misma para causar la muerte neuronal, sino que 
necesita el concurso de otro estímulo. A favor de esta interpretación está la llamada teo-
ría de los dos impactos (Zhu y cols., 2006), que sostiene que la entrada aberrante en ci-
clo celular y el estrés oxidativo son necesarios para el avance de la enfermedad; si bien 
cada uno de estos procesos por separado podrían iniciar el proceso patológico. En esta 
línea de pensamiento, estudios recientes han demostrado la presencia de marcadores del 
ciclo celular tras la muerte neuronal inducida por hipoxia e isquemia en roedores (Kuan 
y cols., 2004). En segundo lugar, se ha sugerido que la entrada de ciertas neuronas en 
ciclo de división celular, puede tener un papel protector en situaciones de estrés (Yang y 
cols., 2006) y que, de forma análoga a lo que ocurre en ciertas circunstancias durante el 
desarrollo, las neuronas se beneficien de tener copias extra de cada alelo (Claycomb y 
cols., 2004). No obstante, el resultado final de la entrada en ciclo de división celular tie-
ne consecuencias letales para la neurona, pero el largo tiempo que transcurre entre el 
inicio del ciclo y la pérdida neuronal, sugiere que in vivo debe haber otros factores im-
plicados en la muerte neuronal. 
La presencia de marcadores del ciclo celular en ancianos no dementes (Nagy y 
cols., 1998), también sugiere que la estimulación mitogénica por si misma no es sufi-





controles y enfermos de EA no está en la reactivación del ciclo celular, sino en cuándo 
se consigue el arresto del proceso en unas células que no pueden dividirse. En el cerebro 
adulto normal parece existir mecanismos de control que consiguen frenar rápidamente 
la progresión de las neuronas a través del ciclo y éstas pueden ser rescatadas antes de la 
transición de G1 a S. En el cerebro de los pacientes de  EA se sobrepasa este  punto de 
control, tiene lugar la replicación del ADN y la re-diferenciación ya no es posible (Yang 
y cols., 2001; Nagy., 2000). La progresión de las neuronas hasta la fase G2 del ciclo ce-
lular produce la muerte de la célula o graves lesiones que comprometen su funciona-
miento. La naturaleza del fallo en la regulación de G1 a S en la EA se desconoce y aun-
que se ha detectado la expresión de inhibidores de quinasas dependientes de ciclina en 
neuronas vulnerables (Arendt y cols 1996; Ogawa y cols., 2003), su presencia no parece 
prevenir la progresión celular a través del ciclo.  La causa de esta pérdida de función 
continúa sin ser explicada. 
 
4.5.5.  Mecanismos de señalización implicados en la reactivación del ci-
clo celular en la EA. 
Una de las cuestiones más importantes por resolver, es determinar los aconteci-
mientos que provocan la entrada de neuronas diferenciadas en un ciclo de división celu-
lar, que tiene consecuencias fatales. En otras palabras, queda por definir cuales son los 
mecanismos moleculares de señalización celular implicados en el binomio ciclo celular-
muerte neuronal. La búsqueda de factores responsables de la formación de ovillos neu-
rofibrilares y placas de Aβ en las neuronas afectadas por la EA, ha aportado algunas 
claves. Así por ejemplo, en los depósitos amiloideos se ha encontrado acumulación de 
factores de crecimiento como EGF (Styren y cols., 1990), βFGF (Gómez-Pinilla y cols., 
1990), IGF-1 (Connor y cols., 1997) e ILs (Cacabelos y cols., 1994; Huberman y cols., 
1994; Luterman y cols., 2000) que; tal vez, pudieran ser la causa de la entrada en ciclo 
celular de algunas neuronas. También, hay que considerar la posibilidad de que los de-
pósitos de β-amiloide tengan, in vivo, un efecto neurotrófico, como se ha demostrado in 
vitro (Giovanni y cols., 1999; Wu y cols., 2000; Jordan-Sciutto y cols., 2001). Otros 
factores que pueden aumentar la presión mitótica en el cerebro de pacientes son: a) la 
pérdida de conexiones sinápticas, uno de los eventos iniciales de la EA (Masliah y cols., 





toquinas; c) el estrés oxidativo (Klein y Ackerman, 2003): el daño en el material genéti-
co inducido por los radicales libres a lo largo del tiempo ha sido considerado como una 
de las causas del intento de ciertas neuronas de dividirse. Por otra parte, también se ha 
sugerido que niveles elevados de homocisteina, considerado como un factor de riesgo 
de desarrollar EA y enfermedades cardiovasculares (Clarke y cols., 1998; Millar, 2003; 
Tyagi, 1998), puedan tener un efecto mitogénico como se ha demostrado en cultivos 
celulares (Majors y cols., 1997). El hecho de que el número de mujeres afectadas por la 
EA doble al de varones (Paykel y cols., 1994; Fratiglioni y cols., 2000) y que la EA se 
manifieste después de la menopausia, sugiere la posibilidad de que algunos factores 
hormonales puedan también contribuir al proceso neurodegenerativo. En este sentido, 
conviene resaltar la importancia de los estrógenos en el mantenimiento de las conexio-
nes sinápticas (Pike, 1999; Wade y cols., 1999) y el papel de las hormonas tiroideas 
como señales de diferenciación para las neuronas  (Denver y cols., 1999; Pérez Juste y 
Aranda, 1999). Sin embargo, recientemente, los resultados contradictorios que se han 
encontrado en el llamado estudio WHIMS (Women's Health Initiative Memory Study) 
en el que la terapia hormonal sustitutiva parecía aumentar el riesgo de demencia en mu-
jeres postmenopáusicas (Shumaker y cols., 2003), han cuestionado el supuesto papel 
protector de los estrógenos.  Paralelamente, se ha propuesto que otras hormonas del eje 
hipotálamo-pituitaria-gónadas pudieran estar implicadas en la patogénesis de la EA 
(Webber y cols.,  2006). Específicamente,  se sospecha del posible papel patogénico del 
aumento en la concentración de gonadotrofinas que se produce en la menopau-
sia/andropausia (Casadeus y cols., 2006). 
De todas las posibles vías de señalización celular que podrían conducir a la re-
entrada en ciclo de división, merece ser destacada la que implica la participación de la 
APP como receptor de superficie, iniciando una cascada de acontecimientos que culmi-
na con la replicación del ADN y apoptosis (revisado en Herrup y cols., 2004).  Trabajos 
previos han observado que el efecto que produce  la sobrexpresión de APP en neuronas, 
es inducir su muerte asociada con un aumento en la replicación del material genético 
(Chen y cols., 2000; Mcphie y cols., 2003). La idea de que la APP puede actuar como 
un receptor de superficie, se apoya en las siguientes evidencias experimentales: a) la 





trínsecas de membrana de tipo 1 (Kang y cols., 1987), b) la APP se expresa mayorita-
riamente en la superficie de las neuronas (Jung y cols., 1996; Storey y cols.,1996), c) el 
extremo carboxilo terminal de la APP interacciona con la proteína heterotrimérica G0 
(Nishimoto y cols.,1993). 
La APP interacciona, a través de su extremo carboxilo, con un gran número de 
proteínas (Borg  y cols., 1996; Chow y cols 1996; Matsuda y cols., 2001; Taru y cols., 
2002; Inomata y col., 2003; Mcphie y col., 2003). Dos de estas proteínas, la proteína 1 
de unión a APP (APP-BP1) (Chow y cols. 1996) y la PAK3 (quinasa 3, activada por 
p21) (Mcphie y col., 2003),  pudieran ser importantes para explicar la coexistencia de 
replicación de ADN y neurodegeneración en la EA.  La APP-BP1  regula el tránsito en-
tre las fases S y M del ciclo en células proliferantes (Chen y cols. 2000) y se ha descrito 
que cuando se sobreexpresa en neuronas produce muerte celular (Chen y cols. 2003). 
Además se ha demostrado un aumento en la expresión de APP-BP1 en neuronas que 
sobreexpresan las formas mutantes de la APP humana que causan la EA familiar (Chen 
y cols. 2003). Estas células son capaces de progresar hasta la fase S del ciclo y final-
mente mueren por apoptosis. También se ha demostrado un aumento de la expresión de 
APP-BP1 en regiones vulnerables del cerebro de pacientes de EA comparada con la que 
tiene lugar en cerebros de individuos no dementes. La proteína PAK3  es una se-
rín/treonín quinasa (Mcphie y col., 2003) que también está implicada en la síntesis de 
ADN y apoptosis neuronal inducida por las mutaciones patogénicas de APP. Una muta-
ción en la quinasa PAK3, dominante negativa, inhibe la muerte neuronal por apoptosis y 
la síntesis de ADN inducidos por las mutantes patogénicas de APP, este efecto también 
es interrumpido por la delección del dominio de unión de PAK3 a APP o por la coex-
presión de un péptido que representa este dominio de unión. Por último, la interacción 
de APP y la proteína G0, parece jugar también un papel relevante en la apoptosis induci-
da por las mutaciones de APP de la EA familiar. Se ha descrito que la toxina pertussis, 
conocido inhibidor de las proteínas G0/Gi, es capaz de inhibir la apoptosis neuronal en 
las células que expresan estas mutantes (Herrup y cols., 2004). Estos efectos no se pro-
ducen cuando se expresa una  proteína G0, modificada para que no sea sensible a la 
toxina pertussis.  Estas observaciones sugieren que la APP, a través de la interacción 
con otras proteínas que se unen a su extremo C-terminal, activa una cascada de señali-





modelación sináptica o neurogénesis durante el aprendizaje. Por tanto, una disfunción 
de esta vía de señalización podría conducir a las neuronas a entrar en un ciclo aberrante 
de división celular que les causa, en último término, la muerte. 
La complejidad de los mecanismos de señalización que pueden causar la reactiva-
ción del ciclo celular en neuronas vulnerables, así como las evidencias de la participa-
ción de otros procesos y la existencia de factores de riesgo ha llevado a Nagy, 2000, 




















































Según este modelo, un desequilibrio  entre las señales mitogénicas (β-amiloide, 
factores de crecimiento acumulados en las placas, ILs producidas por la activación de 
células de la glía, estrés oxidativo, niveles elevados de homocisteína, hipoxia cerebral) y 
los factores de diferenciación (estrógenos, hormonas tiroideas), junto con el fallo en los 
mecanismos de control del ciclo celular, dan lugar a que las neuronas entren y progresen 
hasta estadíos avanzados del ciclo. Ante la imposibilidad de concluirlo con éxito, las 
células están abocadas a la muerte por apoptosis o a desarrollar un fenotipo patológico, 
que en último término podría causar la muerte neuronal. El hecho de que alguno de es-
tos factores de riesgo pueda ser modificado farmacológicamente y la búsqueda de di-
anas claves en la regulación del ciclo celular, puede tener, quizás, importancia para la 
prevención de la EA. 
5. Utilización de células extraneuronales en el estudio de la patoge-
nia de la EA. 
Un problema fundamental en el estudio de la fisiopatología de EA, ha sido el 
hecho de que el material de estudio provenga de autopsias, frecuentemente procedente 
de casos terminales de patología avanzada, que dificulta el estudio de procesos patoló-
gicos iniciales a nivel celular y/o molecular. En estos casos, es imposible separar aque-
llos eventos casuales de otros, inespecíficos, o que se deriven de la destrucción celular 
que provoca la enfermedad. Afortunadamente, la disponibilidad de modelos animales 
para el estudio de la EA ha permitido grandes avances en el conocimiento de algunos 
aspectos de la enfermedad. En los últimos 10 años numerosos modelos de ratón han si-
do desarrollados para reproducir los cambios bioquímicos e histopatológicos de la EA 
que incluyen las placas de amiloide y la patología de Tau (Ver tabla II), algunos de es-
tos modelos muestran pérdida neuronal y sináptica y déficit en el comportamiento en 










Tabla II.- Resumen de modificaciones genéticas de la EA en modelos de ratón. 
 
 
Nombre Transgen Neuropatología Comportamiento Referencias 
Ratones con mutaciones APP y Presenilinas 
NSEAPP hAPP-751 (Silvestre) 
 
Patología difusa de amiloide 
 
Deterioro en la fun-
ción cognitiva depen-
diente de la edad. 
Quon y cols. 
1991 
PDAPP hAPP (V717F-Indiana) 
Placas neuríticas rodeadas 
de neuritas distróficas apa-
recen de los 6 a los 9 me-
ses. Se observa astrocitosis, 
microgliosis y pérdida sináp-
tica. 
Déficit en el aprendi-
zaje y la memoria 
espacial. Sueño re-
ducido REM. 






Placas neuríticas que apare-
cen entre los 9-12 meses 
microgliosis y astrocitosis. 
No se observa pérdida neu-
ronal ni sináptica. 
Déficit en el aprendi-







Placas de amiloide detecta-
das a los 6 meses, microglia 
y astrocitos activados. Pér-
dida neuronal a los 18 me-
ses. Angiopatotia amiloide.  
Progresivo deterioro 
de la memoria, ad-
quisición y retención. 




 (V7171) Londres 
 
Placas de amiloide densas y 
difusas detectadas a los 10-
12 meses. Angiopatotia ami-
loide a los 15 meses. 







V717I  Sueca, 
Indiana) 
 
Depósitos de amiloide des-
arrollados a los 3  meses, 
con placas densas en el 
núcleo y patología neurítica 
a los 5-6 meses. Temprana 
mortalidad del 50% de los 
ratones  a los 3 meses 









V717I  Sueca, 
londres) 
Depósitos de amiloide des-
arrollados a los 3  meses en 
el córtex, a los 5-7 meses en 
el hipocampo, tálamo y cor-
teza olfativa.  
No descrito Rockenstein y cols., 2001. 
Tg2576 x PS1 
hAPP 
(K670N, M671L, 
V717I  Sueca); 
hPS1(M146L) 
Fuerte desarrollo de depósi-
tos de Aβ en el córtex y hi-
pocampo comparado con los  
Tg2576 así como una mode-
rada secreción de Aβ42. 











Producción dependiente de 
la edad de Aβ40 y 42. Depo-
sición de amiloide extracelu-
lar e intraneuronal a los  6-8 
meses. Incremento progresi-
vo de la patología de Tau. 
Déficit en la reten-
ción, no se observó 
problemas en la ad-
quisición.  Déficit de 
memoria corregido 
por inyección intra-
craneal de  Aβ. 







                                                                                                                         Tabla II (continuación) 
Nombre Transgen Neuropatología Comportamiento Referencias 
Ratones Tau 
Ishihara y cols 
1999 
3R 0N WT Tau 
humana 
Inclusiones de Tau  interneu-
ronal, Tau insoluble y gliosis. 
Transporte axonal reducido. 
Déficit motor y debili-
dad muscular 
Ishihara y 
cols.,  1999 
Probst y cols 
2000 
4R 2N WT Tau 
humana 
Patología de Tau progresiva, 
degeneración axonal y neu-
ronal. 
Déficit motor y debili-
dad muscular 
Probst y cols., 
2000 
JNPL3 4R 0N P301L Tau humana 
Aparición  Tau hiperfosforila-
da y cuerpos de pick en el 
SNC. Tau inmunoreactiva en 
el córtex, hipocampo y la glía 
basal. Gliosis reactiva. Dege-
neración axonal y atrofia 
muscular esquelética. 
Déficit motor y debili-
dad muscular. Bajo 
peso corporal. Perdi-
da de reflejos. 
Lewis y cols., 
2000 
VLW 
4R 2N G272V, 
P301L y R406W 
Tau 
Alta expresión en el SNC e 
hipocampos. Filamentos e 
hiperfosforilación de Tau. 
Anormalidad lisosomal activi-
dad fosfatasa incrementada. 
No descritos Lim y cols., 2001 
Tg2576 x JNPL3 Ver arriba  
Aumento de filamentos de 
Tau en el sistema límbico y 
córtex olfativo de los 9 a 11 
meses y comparable estruc-
tura y número de placas ami-
loides con ratones Tg2576.    
Debilidad motora 
progresiva 
Lewis y cols., 
2001 
Tg2576 x VLW Ver arriba  
Incremento edad-
dependiente de la fosforila-
ción de Tau insoluble en el 
cortex enthorrinal e hipocam-
po. Aumento de la deposición 
de amiloide comparado con 
ratones Tg2576.    
Déficit de memoria 
moderado a los 6 
meses y parecido al 
observado en ratones 
Tg2576 a los 16 me-
ses. 
Ribe y cols., 
2005 
Tg4510 4R 0N P301L Tau  
Hiperfosforilación y filamen-
tos de Tau. Pérdida neuronal 
y atrófia cerebral  
Déficit de memoria a 




APP: proteína precursora de amiloide, PS1: presenilina 1, 2,”N”: Indica número de repeticiones 
del N-terminal,”R”: las repeticiones de lugares de unión a microtúbulos encontradas enC-
terminal. 
Los modelos de ratón han sido muy útiles para reproducir el fenotipo patológico 
de amiloide y la patología de Tau y, en menor grado, para el déficit sináptico y la neu-
rodegeneración usando una gran variedad de mutantes APP, presenilinas o proteínas 
Tau. A pesar de estos paralelismos con la enfermedad humana, ninguno de estos mode-
los han mostrado los típicos ovillos neurofibrilares ni sufren una pérdida significativa de 
cuerpos neuronales (Hock y Lamb, 2001). Aunque estos estudios han ayudado a com-
prender la función de algunos genes en el desarrollo de la EA y han servido para estu-
diar el papel del Aβ,  para evaluar los efectos de numerosas aproximaciones terapéuticas 





inhibidores de BACE, inmunoterapia de  Aβ y vacunas (Morgan y cols., 2000; Janus y 
cols., 2000), aún no existe un modelo que desarrolle fielmente todas las alteraciones 
propias de la patología. Idealmente se buscan animales que desarrollen todos los sínto-
mas típicos de la EA, lo cual sería muy valioso para establecer un orden y una jerarquía 
en las alteraciones, saber cual es causa o consecuencia de otras, además de permitir es-
tudiar la enfermedad desde su inicio, y poder probar nuevas terapias, comprobando sus 
efectos en cada fase de la patología. En este sentido, es importante destacar el último 
trabajo del laboratorio de Herrup, donde, basándose en que alteraciones en el ciclo celu-
lar dan lugar a la pérdida neuronal  y en el alto grado de neuronas positivas para el ciclo 
en el cerebro de pacientes con EA, han observado  que la aparición temporal y espacial 
de eventos del ciclo celular en ratón es muy parecida a la progresión de la enfermedad 
humana. Ellos proponen que, en modelos murinos de EA,  la reentrada de las neuronas 
en ciclo celular ocurre antes de la aparición de las placas de Aβ o de procesos inflama-
torios. Y que la prolongación en el tiempo entre la iniciación del ciclo celular y la muer-
te neuronal sugiere que, in vivo,  hay otros procesos que pueden estar involucrados en el 
proceso de muerte (Yang y Herrup, 2006). 
 
       También han sido muy útiles los modelos celulares consistentes en líneas es-
tablecidas neuronales o extraneurales, así como cultivos primarios de neuronas y astro-
citos, fundamentalmente de roedores, que sobreexpresan las mutantes humanas de los 
genes APP, PS1 y PS2 que son causa de EA (Mattson, 1997; Mattson y cols., 2001). 
Una estrategia alternativa y complementaria es el uso de tejidos periféricos de pacientes 
de EA. Numerosas evidencias experimentales hacen pensar que la EA, entre otras en-
fermedades del sistema nervioso, tiene también manifestaciones sistémicas, aunque con 
menores repercusiones clínicas (Nagy y cols., 2002; Gibson y Huang, 2002; Eckert y 
cols., 1994). Las células periféricas pueden tener gran relevancia, dado su fácil accesibi-
lidad. De hecho se están utilizando células periféricas de pacientes con EA, como célu-
las sanguíneas (linfocitos y plaquetas) y fibroblastos (revisado por Echeberrygaray e 
Ibarreta, 2001). Aunque las células sanguíneas, al contrario que los fibroblastos, son 
susceptibles a influencias significativas y agudas de factores ambientales y del estado 
general del donante (Janus y cols., 2000) han sido utilizadas en el diagnostico y pronós-





dose en la  comunicación existente entre el sistema nervioso central y el sistema inmu-
nológico a través de múltiples mecanismos hormonales, moleculares y de neurotransmi-
sores (Gladkevich y cols., 2004). En linfocitos de pacientes con EA se han observado 
fenómenos que ocurren en el cerebro de individuos con EA como la  anormal expresión 
de APP (Li y cols., 1999), alteraciones en los niveles de enzimas antioxidantes (Mecco-
ci y cols., 2002), daño oxidativo en el ADN, ARN y proteínas (Nijhuis y cols., 1996), 
regulación anómala del ciclo celular (Nagy y cols., 2002)  y baja regulación de fosfatas 
implicadas en la hiperfosforilación de Tau (Maes y cols., 2006). Otras alteraciones que 
también se han descrito en plaquetas se encuentran en los canales de K+  (Bondy y cols., 
1996; De Silva y cols., 1998) y en la concentración de Ca2+ intracelular (Adunsky y 
cols., 1991; Le y cols., 1993). Estas alteraciones apoyan la idea del grupo de Percy que 
definen a las células sanguíneas como una “ventana” del sistema nervioso central (Percy 
y cols., 2000). 
 No hay que olvidar el uso de cultivos de fibroblastos, ya que, muestran numero-
sas anormalidades en procesos metabólicos y bioquímicosque son espejo de eventos que 
ocurren en el cerebro de EA (Gasparini y cols., 1998, Govoni y cols., 1996). Por ejem-
plo, en fibroblastos de EA, se han encontrado cambios que ocurren en sistemas de 
transducción de señal (Zhao y cols., 2002), incluyendo canales iónicos, AMP cíclico y 
la cascada de fosfatidilinosítidos, así como también en la regulación de la proteína β-
amiloide (Gibson y cols., 1996; Palotas y cols., 2001 y 2002). Algunos de estos cambios 
tales como alteraciones en la fosforilación de ERK1, 2 parecen ser específicos de la EA, 
ya que, estas alteraciones no se encontraron en pacientes con la enfermedad de Hunting-
ton los cuales también presentan demencia (Zhao y cols., 2002). Además, presentan ac-
tividad anormal de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Mazzola y cols., 2003) y 
dañada la regulación del receptor Bradiquinina B2 por ester de forbol (Jong y cols., 
2002). Finalmente, recientes evidencias halladas en el laboratorio de Uberti y cols., 
2006 han demostrado alteraciones en la  vía de señalización p53 que se acompañan de 
una menor vulnerabilidad de los fibroblastos de EA a la muerte celular por apoptosis 
(Uberti y cols., 2002). 
 Por ello, la utilización de tejidos periféricos puede ser de gran utilidad en neuro-





lares y además permite la posibilidad de estudiar procesos patológicos en cualquier ni-
vel de progresión. La utilización de tejidos extraneurales de pacientes con Alzheimer  
ha permitido la identificación de un buen número de alteraciones celulares y molecula-




                                                                                                                                               













































1. Definición e historia 
Clínicamente, la enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerati-
vo de tipo progresivo que conduce a un deterioro global de las funciones cognitivas. Los 
individuos afectados tienen problemas de memoria, de lenguaje, incapacidad para resol-
ver problemas y de razonar; en algunos casos tienen síntomas psicóticos como paranoia 
y alucinaciones.  La enfermedad suele tener una duración media aproximada de diez 
años, aunque puede variar mucho de un paciente a otro.  
A pesar de que el primer caso de esta enfermedad fue descrito por Alois Alzhei-
mer en 1907, ha sido en las últimas tres décadas cuando se ha reconocido la magnitud 
de la enfermedad y se han producido grandes avances en el conocimiento de la etiología 
de la EA. La Figura 1 representa un esquema de la cronología de los principales descu-
brimientos en el estudio de la patología de EA.  
La evaluación médica y descripción original de A. Alzheimer hacía referencia a la 
presencia de ovillos neurofibrilares y placas neuríticas en el cerebro de una mujer de 53 
años, fallecida tras una corta enfermedad, cuyos principales síntomas fueron demencia, 
trastornos de lenguaje, alteraciones de memoria y celopatía. 
Originalmente, se consideró a la enfermedad como un tipo raro de demencia pre-
senil y no fue hasta finales de los años sesenta cuando se demostró, de forma inequívo-
ca, la presencia de ovillos neurofibrilares y placas neuríticas en ancianos con deterioro 
cognitivo, genéricamente diagnosticados de demencia senil (Blessed y cols., 1968).  De 
esta forma, la enfermedad de Alzheimer pasó de ser considerada una rareza, a ser reco-
nocida como la principal causa de demencia en los ancianos y uno de los principales 
problemas de salud de nuestro tiempo. Paralelamente, se empezaron a desarrollar crite-








Una vez que la enfermedad pudo ser estudiada ultraestructuralmente mediante el 
microscopio electrónico, Kidd y Terry dieron a conocer la ultraestructura de las placas 
neuríticas y de los ovillos neurofibrilares (Kidd, 1963; Terry, 1963). Ambos investiga-
dores describieron los filamentos helicoidales apareados (FHA) de los ovillos neurofi-
brilares y Ferry, además, observó que el núcleo de las placas neuríticas estaba constitui-
do por material fibrilar amiloide (Terry, 1978).  Posteriormente a los descubrimientos 
de Kidd y Terry, la biología molecular permitió conocer que los ovillos neurofibrilares 
estaban constituidos por proteína Tau hiperfosforilada y que el núcleo de las placas neu-
ríticas estaba formado por un péptido, β-amiloide,  de 40-42 aminoácidos (Glenner y 
Wong, 1984; Goedert y cols., 1991).  
Un hallazgo importante desde el punto de vista terapéutico fue el descubrimiento 
por David Bowen de la existencia de un déficit colinérgico en la EA (White y cols., 
1977), pues abrió una vía para el tratamiento con análogos de acetilcolina e inhibidores 
del enzima acetilcolinesterasa, siendo el primer gran paso que se ha dado en el trata-
miento de la enfermedad. Los avances en el campo de la genética molecular  y la gene-
ración de animales transgénicos como modelo experimental para el estudio de la enfer-
medad han contribuido a un mayor entendimiento de la EA. Sin embargo, aún quedan 
importantes cuestiones que resolver y una enorme presión social sobre la necesidad de 
desarrollar métodos eficaces de diagnóstico precoz y tratamientos que no sean única-
mente paliativos.  En este sentido, es interesante reseñar el estudio de Brookmeyer y 
cols., en 1998, que estimaron que podría reducirse en un 50% el número de pacientes 
con EA en el año 2050, si se consiguiera retrasar la aparición de la enfermedad en sólo 








*Descripción original de Alois Alzheimer (Alzheimer, 1907)
*Reconocimiento de EA como la principal causa de demencia en los ancianos 
(Blessed y cols., 1968)
*Déficit colinérgico asociado con EA (White y cols., 1977)
*Secuenciación de β-amiloide (Glenner y Wong, 1984)
*Localización el gen APP en el cromosoma 21 (Tanzi,1989)
*Se describe la primera mutación causante de la EA en el gen APP (Goate y cols., 1991)
*Generación de los primeros ratones transgénicos como modelo para el estudio de EA
(Kammesheidt y cols., 1992)
*Identificación y clonaje de Presenilina 1 (Sherrington y cols., 1995)
*Identificación de Presenilina 2 (Levy-Lahad y cols., 1995a y 1995b)
*Se demuestra la existencia de células troncales en el cerebro humano adulto 
(Eriksson y cols., 1998)

















2. Epidemiología, Etiología y Diagnóstico 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa más común de demencia en indivi-
duos de mediana y avanzada edad. Afecta al 7-10% de los individuos mayores de 65 
años y, aproximadamente, al 40% de los que han superado los 80 años de edad. El nú-
mero de personas afectadas por la enfermedad en los países avanzados aumenta progre-
sivamente debido al incremento significativo en las expectativas de vida. Se calcula que 
existen ya en el mundo 18 millones de personas que sufren de demencia, de las cuales 
cerca de dos tercios; es decir, aproximadamente 12 millones están afectados por la EA. 
Los pronósticos para el año 2025 indican que se habrá doblado el número de personas 
con demencia respecto al año 1980 en los países desarrollados, mientras que el número 
se multiplicará por cuatro en los países del Tercer Mundo. En nuestro país la enferme-
dad afecta aproximadamente a 400.000 personas y las expectativas son que esta cifra se 
doblará en el año 2020. Constituye ya la décima causa de mortalidad en España. Por 
estas razones, la enfermedad de Alzheimer ha sido nombrada como la epidemia silen-
ciosa del siglo XX. 
 
La etiopatogenia de la enfermedad  es múltiple. Se clasifica en dos tipos: 
 
• Enfermedad de aparición precoz o EA presenil, cuando los síntomas se 
manifiestan antes de los 65 años. También conocida como enfermedad de Alz-
heimer de tipo genético o familiar, representa entre el 1% y el 5% de los casos. 
 
•  Enfermedad de aparición tardía, si se manifiesta después de los 65 años 
de edad. También conocida como enfermedad de Alzheimer compleja o esporá-







La EA de tipo familiar se genera por la transmisión autosómica dominante de alte-
raciones en los cromosomas 1 (presenilina 2, PS2), 14 (presenilina 1, PS1) o 21 (Proteí-
na Precursora de Amiloide, APP) (ver tabla I). Hasta el momento se han identificado 
tres mutaciones en PS2 (Hardy, 1997), numerosas mutaciones en PS1 y nueve mutacio-
nes en el gen que codifica para la APP en algunos centenares de familias en el mundo. 
Las mutaciones en PS1 originan una forma más agresiva que las mutaciones en PS2, en 
la que los síntomas aparecen antes de los 50 años y causa la muerte aproximadamente a 
los 60 años de edad. La frecuencia de aparición de mutaciones en PS1 y PS2 es de 2-3% 
y 0,5% del total de casos de EA de aparición precoz, respectivamente (Richard y 
Amouyel, 2001). Las mutaciones en APP afectan a muy pocas familias en el mundo en-
tero y se ha estimado que sólo dan cuenta del 0,4% de los casos de EA  (Richard y 
Amouyel, 2001), pero su aparición tiene severas consecuencias biológicas. La edad de 
aparición de la enfermedad en estas familias oscila entre 39 y 67 años y la penetrancia 
es del 100% en los portadores. 
En la EA de tipo esporádico, la etiología es multifactorial con diversos factores de 
riesgo que incluyen la predisposición genética; así por ejemplo, se sabe que la  EA es 
más frecuente en  los sujetos portadores del alelo ε4 de la Apolipoproteína E (APOE, 
cromosoma 19), especialmente en los casos homozigóticos para dicho alelo (Ver tabla 
I). Por el contrario, se ha postulado un efecto opuesto para el alelo ε2 de la misma 
APOE, que tendría por tanto un papel protector. Cada vez es más abrumadora la evi-
dencia epidemiológica de que los factores de riesgo exógenos y ambientales como la 
diabetes, hipertensión arterial, dietas ricas en grasas, tabaquismo..., y otros como la in-
toxicación crónica leve por metales como el cobre, favorecen también el desarrollo de la 
enfermedad de Alzheimer en las personas genéticamente predispuestas. Sin embargo, ni 
los factores genéticos ni los ambientales, por separado, provocan la enfermedad. Los 
factores genéticos y ambientales son necesarios, pero no suficientes, necesitando ade-





sando de ser de un 0,02% en el tramo de edad de los 30 a los 59 años, a un 10,8% para 
el tramo comprendido entre los 80 y los 89 años.   
 
 
Tabla I.- Factores genéticos en la enfermedad de Alzheimer. 
 
      MUTACIONES 
   (Asociadas con EAF) 
                           POLIMORFISMO 
                (Asociados con casos esporádicos) 







-Gen de la APP (Cromo-
soma 21). 
-Gen de la PSEN1 
(Cromosoma 14) (She-
rrington y cols., 1995) 
-Gen de la PSEN2 
(Cromosoma 1) (Levi-





-Alelo ε4 del gen de la 
APOE (Cromosoma 19) 
(Bullido y cols.,1998) 
 
 
-Gen A2M (Cromosoma 12) (Peri-
cak-Vance y cols., 1997) 
-Gen VLDLR (Cromosoma 9) 
(Okuizumi y cols., 1995) 
-Gen AACT (Cromosoma 14) 
(Finckh, 2003) 
-Gen BCHE (Cromosoma 3) (Alva-
rez-Arcaya, 2000) 
-Gen ACE (Cromosoma 17) (Ri-
chard y cols., 2000) 
-Genes IL-1a y IL-1b. (Cromosoma 
2) (Nicoll y cols., 2000; Grimaldi y 
cols., 2000). 
 -Gen PLAU (Cromosoma 10) 
(Reiemenschneider  y cols., 2006) 





A2M: α-2 macro globulina, VLDLR: receptor de lipoproteínas de muy baja densidad, 
AACT: α-1 antiquimiotripsina, BCHE: butirilcolinesterasa K, ACE: acetil colina, IL-1a y IL-1b: 
interleuquinas 1A y 1B, PLAU: Activador de plasminógeno, uroquinasa. 
 
Muchos de esos factores son controlables mediante la dieta, el mantenimiento de 
un peso corporal adecuado y algunos medicamentos, lo que incrementa su importancia 
epidemiológica. Lo mismo puede decirse de la llamada "Reserva Cognitiva", que se de-
fine como un modelo dinámico de activación cerebral que utilizan los sujetos normales 
y que implica una capacidad para la activación progresiva de redes neuronales en res-





pacidad cognitiva natural y adquirida (cociente intelectual, cultura, estudios académi-
cos, participación en actividades intelectuales y de esparcimiento como juegos de mesa, 
baile...) presentan la enfermedad más tarde que los sujetos con menor Reserva Cogniti-
va; a igual cantidad de lesiones histopatológicas cerebrales típicas de enfermedad de 
Alzheimer presentes en sus cerebros. Aparentemente, las personas con mayor reserva 
cognitiva compensan las lesiones histopatológicas utilizando redes cerebrales alternati-
vas, y esto, les permite funcionar con más normalidad que la que cabría esperar del aná-
lisis histopatológico. 
La heterogeneidad de la EA y la necesidad de refinar su diagnóstico hizo que, en 
1984, un grupo de expertos del Instituto Americano de enfermedades neurológicas, 
cognitivas e infarto (NINCDS) y la asociación de Alzheimer y enfermedades relaciona-
das (ADRDA), estableciesen unos parámetros de diagnóstico de esta enfermedad que 
fuesen utilizados de forma sistemática por todos los profesionales (McKhann y cols., 
1984). De esta manera, unificando los criterios, sería posible una mejor evaluación de 
los ensayos clínicos o la validación de pruebas de laboratorio, así como el estableci-
miento de correlaciones clínico patológicas. Además del diagnóstico neuropsicológico 
de demencia, se evalúan en cada caso tomografías computarizadas, imagen y/o espec-
troscopia de resonancia magnética, tomografía de emisión de positrones, electroencefa-
lograma y otros análisis que permiten; además, eliminar otras posibles causas patológi-
cas para el deterioro mental como accidentes cerebrovasculares, infecciones, traumatis-
mos, etc. Aun así, el diagnóstico se considera sólo probable o posible a menos que haya 
una confirmación post-mortem a través del análisis de la anatomía patológica del cere-
bro del enfermo. 
En la actualidad, se considera importante poder detectar, de forma fiable, lo que se 
ha dado en llamar deterioro cognitivo leve (DCL), y poderlo diferenciar del concepto de 
“demencia”. EL DCL se caracteriza por una alteración adquirida y prolongada de una o 
varias funciones cognitivas y que no cumple criterios suficientes de gravedad para ser 
calificado de demencia. Se estima que el 55% de los casos desemboca en EA en un pla-
zo de 4,5 años (Ávila y cols., 2004). La conveniencia de identificar casos de DCL (EA 
incipiente) frente a los casos de DCL de otra etiología, llevó al grupo de Neurología de 
la Conducta y Demencias (GNDC) de la Sociedad Española de Neurología  a encargar a 





cientemente (Robles y cols., 2002) y que incluyen pruebas opcionales, como análisis 
genéticos y de algunos marcadores biológicos, así como las técnicas de neuroimagen 
estructural y funcional.  
3. Neurobiología y Neuropatología de la EA 
  3.1. Vulnerabilidad 
  La EA afecta de forma selectiva a ciertas regiones del cerebro, principalmente a 
las áreas de asociación cortical y del sistema límbico, mientras que otras permanecen 
relativamente preservadas. La pérdida neuronal afecta fundamentalmente a las grandes 
neuronas corticales (Mann y cols., 1988), hipocampo, amígdala y corteza entorrinal. 
Histopatológicamente la enfermedad se caracteriza por la formación de placas neuríticas 
o seniles, ovillos neurofibrilares en el citoplasma de las neuronas y depósitos amiloideos 
en el endotelio vascular de la corteza cerebral. Estas lesiones estructurales aparecen 
principalmente en las zonas límbicas y en la corteza de asociación heteromodal, exis-
tiendo una menor densidad de lesiones en las zonas sensoriales primarias, áreas moto-
ras, ganglios basales y cerebelo (DeKosky, 2002). Por otra parte, también se observa  
una cierta vulnerabilidad selectiva de los sistemas neurotransmisores. El sistema coli-
nérgico es el más afectado, aunque también depende de la zona cerebral, como es el ca-
so de la pérdida de neuronas colinérgicas en la región anterior basal, pero no en el tallo 
cerebral (Davies y Maloney, 1976). 
3. 2. Placas neuríticas 
Las placas neuríticas, una de las dos lesiones cerebrales descritas en el artículo 
original de Alzheimer, son acúmulos microscópicos extracelulares de diámetro variable 
(entre 20 y 200 µm) que se asocian al daño de axones y dendritas en ciertas áreas del 
cerebro como el área de asociación de la corteza, hipocampo y amígdala (Morris y cols., 





Se componen de un núcleo central de amiloide fibrilar, visible con la tinción de 
tioflavina o rojo Congo, rodeado de neuritas distróficas, que contienen restos de lisoso-
mas y mitocondrias, y de astrocitos y microglía. Las neuritas distróficas que forman par-
te de cada placa pueden derivar de los distintos tipos de neuronas, colinérgicas, dopami-
nérgicas, etc. El tiempo de generación de estas placas se desconoce, pero es probable 
que se desarrollen de forma gradual en un margen de tiempo considerable, muchos me-
ses o años (Selkoe,  2001a). 
 
Figura 2.- Placas neuríticas con centro amiloide y neuritas distróficas periféricas 
Tinción de plata en córtex cerebral (x 100) 
La mayor parte del β-amiloide fibrilar presente en las placas neuríticas es el frag-
mento Aβ de 42 residuos, que es la forma más hidrofóbica y susceptible de formar 
agregados (Jarrett y cols., 1993), aunque también contiene Aβ40 (Iwatsubo y cols., 
1994). Estos péptidos son producto de la hidrólisis de la llamada proteína precursora de 
amiloide, APP, una proteína estructural de membrana que se expresa de forma ubicua 
(Selkoe y cols., 1988). La función de esta proteína no se sabe por completo. El análisis 
de su estructura primaria sugiere que APP puede ser un receptor de superficie glicosila-





rebro, sugiere que esta proteína es importante para la maduración del sistema nervioso 
central ya que parece estar involucrada en la formación y en el mantenimiento de co-
nexiones sinápticas y plasticidad neuronal (Kirazov y cols 2001). Además, la APP juega 
un papel importante en la respuesta al estrés y en la regulación de daños en el sistema 
nervioso (Panegyres, 2001).  
Cuando se dispuso de anticuerpos específicos contra β-amiloide endógeno o sinté-
tico, se pudieron observar depósitos de β-amiloide sin la apariencia fibrilar característi-
ca de las placas neuríticas y con una distribución cerebral más amplia. Estas formacio-
nes se denominan placas difusas y sólo contienen Aβ42. Aparentemente, estas placas 
difusas son lesiones prematuras, que eventualmente pueden evolucionar hacia la forma-
ción de las clásicas placas neuríticas como lo sugieren las observaciones realizadas en 
ratones transgénicos que expresan mutantes de la APP humana (Selkoe, 2001b), así co-
mo en estudios inmunohistoquímicos de pacientes con síndrome de Down (Lemere y 
cols., 1996). Estos enfermos presentan, frecuentemente, placas difusas en la adolescen-
cia, pero no las clásicas placas neuríticas, que aparecen por lo general dos décadas des-
pués. 
3.3. Ovillos neurofibrilares. Alteraciones en el citoesqueleto 
La mayoría de neuronas afectadas en la EA, presentan entramados u ovillos neu-
rofibrilares, muy poco solubles, que son acúmulos de filamentos proteicos lineales de 
aproximadamente 10 nm y pares de filamentos que se enrollan formando hélices  con 
una periodicidad media de 160 nm (Selkoe 2001a) (figura 3). Estos entramados son fá-
cilmente distinguibles de otras estructuras filamentosas normales, como los neurofila-
mentos o microtúbulos. La localización habitual de estos ovillos es siempre intracelular 
pero, ocasionalmente, se encuentran en el parénquima, liberados por la célula como re-
sultado de la muerte neuronal. Los entramados neurofibrilares también se encuentran en 
otras enfermedades como el síndrome de Down, la demencia pujilística y el parkinso-
nismo post-encefálico. Las técnicas de química de proteínas permitieron determinar que 
la proteína Tau era el componente mayoritario de los filamentos helicoidales empareja-
dos (PHF) (Wischik y cols., 1988), que dan lugar a los ovillos neurofibrilares y se en-





estructuras anómalas generadas por la agregación e hiperfosforilación de Tau (Julien y 







Figura 3.- Secciones de tejido con tinción de plata. 
A) ovillos neurofibrilares (x 40). B) Ovillos neurofibrilares en corteza entorrinal (x 100) 
Mientras que la distribución del β-amiloide es aleatoria y no sigue aparentemente 
ningún patrón, los ovillos neurofibrilares,  por el contrario, siguen un patrón de afecta-
ción regional totalmente predecible con mínimas diferencias entre individuos lo que ha 
llevado a determinar varias etapas histopatológicas tempranas y tardías de la EA. Esta 
determinación fue realizada por Braak y Braak (Braak y Braak, 1996), y se ha dividido 
en 6 estadios durante el curso de la EA:   
     Estadios I y II o estados preclínicos, también llamados transentorrinos. 
Se caracterizan por la escasa presencia de ovillos neurofibrilares en la 
región transentorrinal y moderada en la región entorrinal e hipocampo. 
     Estadios III y IV. Se caracterizan por una severa afectación de la capa 
superficial entorrinal (estadio III), y de la capa profunda de la región en-
torrinal (estadio IV). Las alteraciones en estas dos capas de la región en-
torrinal destruyen la transmisión de la información desde el isocortex al 
hipocampo y viceversa, así como una interrupción de los circuitos límbi-
cos. 
     Por último, los Estadios V y VI o también llamados estadios isocortica-






áreas de asociación, llevando a la alteración de la memoria y de las fun-
ciones cognitivas, e incluso funciones del lenguaje, motoras, visuales etc.  
Esta distribución en estadios neuropatológicos se correlaciona con la evolución 
clínica de la enfermedad. Se ha demostrado el paralelismo entre la disminución de me-
moria con cambios neurofibrilares y la formación de placas neuríticas en la corteza en-
torrinal y el hipocampo (estadios del I a IV). Asimismo la presencia isocortical de estos 
cambios (estadios de V a VI), se correlaciona con alteraciones clínicas severas. El esta-
do transentorrinal (estadios del I a II), probablemente corresponde a estadios silenciosos 
de la enfermedad.  
Estos estadios actúan como criterios neuropatológicos para confirmar la EA.  
4. Mecanismos moleculares implicados en la degeneración neuro-
nal en la EA. 
En los últimos años, se ha acumulado gran cantidad de información relativa a los 
mecanismos moleculares implicados en la patogenia de la EA, derivada fundamental-
mente de la experimentación con animales modificados genéticamente y cultivos celula-
res como modelo para el estudio de la EA. Como era de esperar desde que se observó la 
presencia de β-amiloide (Aβ) en neuronas degeneradas de pacientes con EA, las altera-
ciones en la estructura y/o el procesamiento de APP parecen jugar un papel relevante en 
la patogénesis de la enfermedad. Los cambios bioquímicos asociados de forma general  
con el envejecimiento como niveles elevados de radicales libres (Varadarajan y cols., 
2000), alteraciones en el metabolismo energético (Gibson y cols., 1998), oxidación de 
proteínas, peroxidación de lípidos (Butterfield y Stadtman, 1997) y alteraciones en la 
homeostasis iónica  (Mattson, 2000)  aparecen acentuados en el cerebro de pacientes de 
EA.  Otros mecanismos destacados implican cambios en la organización del citoesque-
leto como consecuencia de la hiperfosforilación de la proteína Tau, una respuesta infla-








La llamada hipótesis del β-amiloide (Aβ) propone que la acumulación progresiva 
de Aβ a lo largo de la vida inicia una compleja cascada multicelular que incluye micro-
gliosis, astrocitosis, formación  de neuritas distróficas, daños patológicos en el citoes-
queleto, pérdida de las funciones sinápticas y neurotransmisoras y;  finalmente, la muer-
te neuronal por apoptosis (Selkoe, 2003). La figura 4 recoge, esquemáticamente, la se-
cuencia de acontecimientos que eventualmente originarían la EA según Selkoe (2000). 
Formas autosómico dominantes de EA
Mutaciones APP,PS1 y PS2
Hiperproducción de Aβ42
Acumulación progresiva y agregación de Aβ42 en cerebro
Formación de placas difusas
Activación microglial y astrocítica y alteración de la homeostasis iónica neuronal; estrés oxidativo
Alteración en la actividad quinasas/fosfatasas: fosforilación de Tau y formación de PHF
Pérdida de neuronas y sinapsis con déficit de neurotransmisores
DEMENCIA
Formas esporádicas de EA
(apoE4 y otros genes)
Aumento gradual de Aβ42
 
Figura 4.- Secuencia hipotética de etapas patogénicas en la EA.  Tomado de Alzheimer re-
search forum (2003). http://www.alzzforum.org/home.asp. 
 Esta hipótesis se sustenta en tres observaciones: 1) El efecto tóxico del A  basado 
en experimentos in vitro, donde la adicción de A  fibrilar se vió que era neurotóxica; 
bien actuando sobre la función mitocondrial (Kaneko y cols., 1995), la homeostasis del 
calcio (Clarke y cols., 1998) o a través de la interacción con  APP (Lorenzo y cols., 
2000). 2) Las mutaciones encontradas en la forma familiar de la enfermedad producen, 
bien directa o indirectamente, un aumento del A  y por tanto mayor generación de pla-
cas (Goate y cols., 1991; Sherrington y cols., 1995, Rogaev y cols., 1995).  3)  La so-





el hecho de que pacientes con la trisomia del 21, cromosoma donde se localiza APP, 
desarrollan placas de A  a edades tempranas (Hardy y Allsop, 1991) y el descubrimien-
to de un nuevo tipo de EA familiar como consecuencia de la duplicación del locus de 
APP (Rovelet-Lecrux y cols., 2006). 
El término A  se refiere a un fragmento de 40-42 aminoácidos que deriva de la 
proteína precursora de amiloide (APP). La APP es una glicoproteína de membrana que 
contiene en su secuencia la región Aβ, formada por 39-42 aminoácidos, situada entre el 
único dominio transmembranal y la larga región extracelular de la molécula (Glenner y 
Wong, 1984, Masters y cols., 1985). La región β-amiloide es liberada tras la acción pro-
teolítica sucesiva de las llamadas β-secretasa (BACE) y γ-secretasa. Alternativamente, 
la APP sufre una degradación proteolítica, catalizada por la α-secretasa que libera una 
porción extracelular de APP (sAPPα) que no es amiloidogénica y que parece ser impor-
tante en los procesos de plasticidad neuronal (Mattson, 1997). 
En contra de lo que se postuló inicialmente, se sabe ahora que Aβ  es un producto 
normal del metabolismo de APP, que es producido por todo tipo de células y que circula 
por los fluidos extracelulares. La mayoría de Aβ generado intracelularmente es secreta-
do. Los niveles de Aβ en el fluido cerebroespinal son de 3-8 nM, mientras que los plas-
máticos suelen ser inferiores a 500 pM (Scheuner y cols., 1996), lo que sugiere que Aβ 
puede atravesar la barrera hematoencefálica (Poduslo y cols., 1999) y acumularse en el 
cerebro.  
El aumento en los niveles estacionarios de Aβ se debe no sólo a un aumento en la 
generación del péptido, sino también, a una menor actividad de los enzimas que degra-
dan la molécula. Algunas proteasas cerebrales que pueden estar implicadas en este pro-
ceso son la neprilisina, de la familia de las metaloproteasas (Iwata y cols., 2000) y la 
enzima degradante de insulina (IDE) (Qiu y cols., 1998). Otro mecanismo que contribu-
ye a disminuir el acúmulo de  Aβ, es la fagocitosis de las fibrillas de amiloide por la mi-
croglía y su posterior hidrólisis en los lisosomas (Selkoe, 2003).  
Los efectos de la acumulación de Aβ en los fluidos intersticiales del cerebro y, 





matoria exacerbada (McGeer y McGeer, 1995), un aumento en la generación de radica-
les libres (Keller y cols., 1998), mecanismos de oxidación de proteínas, lípidos y otras 
macromoléculas (Behl y cols., 1994); así como una mayor vulnerabilidad neuronal a la 
excitotoxicidad y apoptosis (Mattson, 2000). Otra consecuencia de la acumulación de 
Aβ es una alteración de la homeostasis iónica (Mattson y cols., 1992). El aumento en la 
entrada de Ca2+, desde el medio extracelular y su acumulación en la célula, parece jugar 
un papel importante en la neurodegeneración (Chittajallu y cols., 1998). Por otra parte, 
un aumento en la concentración intracelular de Ca2+ puede contribuir a una mayor fos-
forilación de Tau y desestabilización de los microtúbulos, ya que se ha descrito la parti-
cipación de quinasas dependientes de Ca2+/Calmodulina (Ca2+/CaM) en la fosforilación 
de Tau (Yoshimura y cols., 2003). 
Aunque la cascada patogénica del Aβ puede explicar el deterioro de las funciones 
cognitivas en la EA, aún quedan importantes cuestiones por resolver. Quizás la más sig-
nificativa, es la que se refiere a la vulnerabilidad selectiva de las distintas poblaciones 
neuronales. Existen diferencias locales y regionales en la acumulación crónica de Aβ42. 
En algunas zonas no se llegan a formar estructuras fibrilares como, por ejemplo, en el 
cerebelo, cuerpo estriado y tálamo, mientras que en otras zonas (hipocampo y corteza 
cerebral) tiene lugar la oligomerización y fibrilación de manera importante. Estas ob-
servaciones sugieren la existencia de factores pro y anti-agregantes de Aβ en las formas 
oligómericas tóxicas. También, se debe considerar el hecho de que hay una vulnerabili-
dad selectiva de ciertas neuronas a la citotoxidad inducida por Aβ (Selkoe, 2002). Otros 
argumentos que cuestionan esta hipótesis son: en primer lugar que, salvo excepciones, 
numerosos estudios, han demostrado que la cantidad de depósitos de Aβ en cerebros de 
pacientes con EA, apenas guarda correlación con el grado de deterioro cognitivo o la 
cuantía de la pérdida neuronal o sináptica que éstos experimentan (Arriagada y 
cols.,1992; Gómez–Isla y cols.,1992); en segundo lugar, se ha detectado un número sig-
nificativo de placas de Aβ en ancianos no dementes;  en tercer lugar que,  generalmente, 
los depósitos de Aβ no se encuentran rodeados de daño tisular detectable. Pero quizás, 
el principal argumento en contra de la hipótesis de la cascada amiloide es que, pese a 





rotóxicas de Aβ in vivo,  ni el mecanismo por el cuál éstas interfieren con el normal 
funcionamiento de las neuronas y sinápsis. 
Se piensa que la toxicidad de Aβ se debe fundamentalmente a su acumulación, 
más que al daño que causa su agregación formando placas (Selkoe 2003). Aβ  puede 
aparecer de diversas formas: mónomeros, dímeros, oligómeros y polímeros que son los 
que forman las fibrillas presentes en las placas neuríticas y en la microvasculatura. Las 
teorías más recientes proponen que no es el Aβ fibrilar el responsable de la interrupción 
de la plasticidad sináptica y de la muerte neuronal, sino  oligomeros solubles del pépti-
do, es decir la forma prefibrilar del Aβ. Sin embargo, las evidencias del papel de los 
oligómeros de Aβ soluble como causa de la perdida sináptica y del subsiguiente sín-
drome de demencia en los pacientes todavía no son del todo claras. 
Pese a que de momento sólo tenemos  un conocimiento parcial de los mecanismos 
fisiopatológicos y patogénicos que subyacen a la EA y que en la hipótesis de la cascada 
amiloide está pendiente establecer de forma firme la relación causa efecto entre el acú-
mulo de Aβ y la formación de ovillos neurofibrilares o de la pérdida de neuronas y si-
napsis; esta hipótesis para explicar la enfermedad, ha permitido algo tan importante co-
mo es la puesta en marcha de novedosas estrategias terapéuticas, cuyos sitios potencia-
les de intervención son destinados en primer lugar, a disminuir la producción de Aβ ac-
tuando sobre las β y γ  secretasas (Scorer, 2001). En segundo lugar se ha trabajado acti-
vamente en conseguir aumentar la degradación de los depósitos de Aβ. En este sentido 
hay que destacar los buenos resultados conseguidos con la inmunización con Aβ en ra-
tones (Morgan y cols., 2000; Janus y cols., 2000) y humanos (Hock y cols., 2002; 
McLaurin y cols., 2002). Estos trabajos impulsaron el desarrollo de una vacuna (Elan 
Pharmaceuticals, AN-1792) que comenzó a administrarse a pacientes. Sin embargo su 
uso tuvo que ser suspendido tras observar en algunos pacientes (6% de los casos) una 
respuesta neuroinflamatoria muy severa (Check, 2002; Nicoll, 2003). Tras el estudio de 
dos pacientes inmunizados con AN-1792 (Patton y cols., 2006), de los cuales sólo uno 
había desarrollado meningoencefalitis se observó que las placas de Aβ disminuyeron en 
ambos sujetos, por lo que llegaron a la conclusión que ni la titulación ni la actividad de 





con AN-1792 produjo un aumento notable en el contenido de Aβ soluble y no eliminó  
depósitos de Aβ difuso (Aβ 17-42), de los cuales se sabe  que no forman estructuras fi-
brilares ni provocan inflamación pero, que se ha descrito recientemente que tienen efec-
tos tóxicos que se le atribuyen a su C-teminal (Wei y cols., 2006). Por estas razones se 
sigue investigando en la generación de nuevos anticuerpos que mejoren el resultado ob-
tenido de la primera vacuna. En este sentido cabe destacar la generación de anticuerpos 
dirigidos contra el extremo C-terminal Aβ en ratones transgénicos (Levites y cols., 
2006). 
4.2. Hiperfosforilación de la proteína Tau. 
 La hiperfosforilación de la proteína Tau caracteriza a un conjunto de enfermeda-
des neurodegenerativas llamadas Tauopatías que incluyen a la EA (Buee y cols., 2000). 
 Tau es una proteína asociada a los microtúbulos (MAP) que se expresa princi-
palmente en el cerebro, aunque también  se ha descrito su expresión en células no-
neuronales en cultivo como es el caso de  fibroblastos humanos. Esta proteína se carac-
teriza por ser hidrofílica con una estructura filamentosa (Hirokawa y cols., 1988). Se 
han observado diferentes polipéptidos de Tau mediante el análisis de proteínas proce-
dentes de extractos cerebrales. Esto se debe por un lado a que  la proteína Tau es codifi-
cada por seis polipéptidos generados por procesamiento alternativo de ARN (Himmler, 
1989) y por otro a los diferentes niveles de fosforilación de la proteína (Goedert y cols., 
1992).  
  La función normal de la proteína Tau es ensamblar y estabilizar  microtúbulos 
manteniendo la estructura integra del citoesqueleto (Lee y cols., 2001), aunque también 
puede jugar un papel importante regulando procesos como el transporte axonal (Mal-
delkow y cols., 2004). Se sabe que para que la proteína Tau funcione correctamente es 
importante la regulación de su estado de fosforilación. En la fosforilación normal de 
Tau están implicadas actividades tanto de quinasas como de fosfatasas. Una hiperactivi-
dad de quinasas paralela a una reducción en la actividad de fosfatasas (específicamente 
PP2A, PP2B), da lugar una pérdida en el balance a favor de la fosforilación que condu-





Se han propuesto al menos 77 sitios posibles de fosforilación de Tau en residuos 
de serina o treonina, como se observa en la fígura 5. Estos sitios de fosforilación han 
sido divididos en dos grupos principales: aquellos que pueden ser  modificados por qui-
nasas dirigidas por prolinas, como es el caso de la quinasa glucogeno sintasa 3 (GSK3), 
quinasa dependiente de ciclina (CDK5), quinasas activadas por mitógenos (MAPK) 
como p38 o JNK y también, las quinasas activadas por estrés (SAPK). En el otro grupo 
están aquellos sitios que pueden ser modificados por quinasas independientes de proli-
nas, tales como quinasa reguladora de la afinidad del microtúbulo (MARK) o la proteí-
na quinasa II dependiente de Ca2+ y calmodulina (CaMK II) (Imahori Uchida, 1997; 
Goedert y cols., 1997; Correas y cols., 1992; Drewes y cols., 1992; Scott y cols; 1993; 
Hanger y cols., 1992; Lucas y cols; 2001).   
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Figura 5.- Posibles sitios de fosforilación de la proteína Tau. Representación esquemática de    
los dominios de la proteína Tau  y sus posibles sitios de fosforilación, se indica con rectángulos ro-
jos los sitios de hiperfosforilación encontrados en los filamentos apareados helicoidales caracterís-
ticos de la EA. Los sitios de unión de la proteína Tau a microtúbulos se han marcado desde el R1 
al R4   
La fosforilación anormal de Tau en enfermedades neurodegenerativas esta asocia-
da a sitios de fosforilación serina/treonina dirigidos por prolina (Lee y cols., 2001) (ver 
figura 5). Se cree que las quinasas que inician este proceso de hiperfosforilación son 
CDK5 y GSK3β (Hanger y cols., 1992; Ishiguro y cols., 1992; Mandelkow y cols., 
1992; Paudel y cols., 1993). CDK5 colocaliza con depósitos filamentosos de Tau y su 
actividad está incrementada en algunas Tauopatias entre las que se incluye la EA (Shel-





fosforilada (Ishizawa y cols., 2003). Por otra parte, se ha podido demostrar que el Aβ, 
actuando como antagonista de receptores de insulina,  produce un aumento en la activi-
dad de GSK3β (Xie y cols., 2002) y, por tanto, en la hiperfosforilación de Tau (Álvarez 
y cols., 1999). 
Ver la implicación de la hiperfosforilación de Tau en la neurodegeneración es fá-
cil, debido a que  provoca su disociación de los microtúbulos y su agregación en los ovi-
llos filamentosos insolubles (PHF). La disociación de Tau de los microtúbulos tiene 
como consecuencia la desestabilización del citoesqueleto y,  por ende alteraciones en la 
geometría celular, el transporte intracelular y, en último término, la viabilidad neuronal 
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Figura 6.- Proteína Tau en la EA. La fosforilación de Tau está regulada por un balance entre múl-
tiples quinasas y fosfatasas. La hiperfosforilación de Tau por un lado retiene a la proteína Tau 
normal y a los microtúbulos causando desensamble de microtúbulos y alteraciones en el transporte 
axonal y por otro lado se agrega en fibrillas insolubles. Tanto la formación de ovillos como la des-
organización de microtúbulos, altera la función sináptica y neuronal. Los ovillos pueden degradarse 
por la vía ubiquitin proteasoma pero este proceso es insuficiente, provocando muerte neuronal 






4.3. Inflamación y EA 
Una respuesta inflamatoria persistente y exacerbada parece ser una característica 
de la EA. La presencia de microglía y citoquinas inflamatorias, entre otros elementos, 
aparecen asociadas a las placas seniles en biopsias cerebrales postmortem de pacientes 
con EA, pero no de individuos no dementes (McGeer y McGeer, 1998). Del mismo mo-
do, se han encontrado signos de activación de la microglía en modelos murinos de EA 
que desarrollan abundantes placas de amiloide (Bornemann y cols., 2001). Por otro la-
do, existen estudios epidemiológicos que sugieren que el tratamiento prolongado con 
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) retrasa la aparición y la progresión de la EA 
(McGeer y McGeer, 1996). Basándose en estas evidencias, se propuso que la neuroin-
flamación podría ser una de las causas de la EA. Si este fuera el caso, es evidente que 
tendría importantes implicaciones en la búsqueda de nuevos tratamientos. Alternativa-
mente, la inflamación podría ser consecuencia del proceso patológico y no influir sus-
tancialmente en la progresión de la enfermedad. También se ha considerado la posibili-
dad de que la inflamación induzca una respuesta inmune beneficiosa que pudiera limitar 
el avance de la enfermedad, en cuyo caso, la inhibición del proceso inflamatorio no se-
ría deseable. 
El desarrollo de anticuerpos específicos en el año 1980  hizo posible identificar, 
en material de autopsia de enfermos de EA, la presencia de proteínas del complemento 
y la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la microglía alre-
dedor de las placas de β-amiloide (Eikelenboom y Stam, 1982; Mcgeer y cols., 1988). 
Desde entonces muchos estudios han confirmado la expresión anómala de citoquinas, 
proteínas del complemento etc., asociadas con la respuesta inmune e inflamatoria (Aki-
yama y cols. 2000). Más recientemente, estudios de genómica, comparando la expresión  
de genes en regiones vulnerables de pacientes de EA y donantes controles de edad 
aproximada, han confirmado estos hallazgos y desvelado un aumento de expresión de 
otros genes relacionados con procesos inflamatorios, como es el caso de IL-1a, IL-1b, 
COX-2 o NF-κB ( Blalock y cols., 2005; Colangelo y cols., 2002). En resumen, los es-





vación de la respuesta inmune e inflamación en la EA. Sin embargo, estos estudios no 
permiten discriminar si el proceso inflamatorio aparece antes de la patología o es una 
reacción compensatoria al proceso degenerativo. Hay que tener en cuenta, además, que 
muchos de los factores inmunes y proteínas inflamatorias tienen múltiples funciones y 
su mera presencia no indica si tiene efectos beneficiosos o perjudiciales. 
Un descubrimiento clave en relación a inflamación-EA fue la demostración de 
que el β-amiloide es un potente activador del complemento (Rogers y cols., 1999). La 
activación del complemento en la EA se había demostrado previamente (Eikelenboom y 
Stam, 1987), pero no se habían encontrado anticuerpos asociados con las lesiones histo-
patológicas de la EA. Posteriormente se pudo demostrar que el β-amiloide activa el 
complemento por un mecanismo distinto a la clásica activación por anticuerpos y que 
consiste en su unión a la cola de colágeno de C1q (Webster y cols, 1999). La activación 
del complemento da lugar a la producción de toxinas anafilácticas que a su vez amplifi-
can el proceso inflamatorio. 
Además de iniciar la respuesta inmune activando el complemento, el Aβ participa 
en el proceso neuroinflamatorio a través de varios mecanismos: a) activación de facto-
res de transcripción como por ejemplo NF-κB y AP-1 (Kaltschmidt y cols., 1997; Ferrer 
y cols., 1997); b) mediante la activación del receptor CD40 (Tan y cols., 1999); y c) 
mediante el receptor γ activador de proliferación de peroxisomas (PPARγ) (Sun y cols., 
2002). 
En apoyo de que la neuroinflamación tiene consecuencias deletéreas en la EA es-
tán los estudios epidemiológicos, que mostraron una menor incidencia de EA en pacien-
tes de artritis con tratamientos prolongados con AINEs (McGeer y Rogers, 1992). Por 
otra parte, también en modelos murinos de EA, se ha observado la eficacia de ciertos 
AINEs reduciendo las placas de amiloide, la activación de la microglía y disminuyendo 
los niveles locales de IL-1a (revisado en Morgan y cols., 2005). No obstante, hay una 
gran disparidad de resultados, tanto entre los estudios epidemiológicos como en los es-
tudios con ratones transgénicos, dependiendo de la droga utilizada, tiempo de adminis-
tración o de factores desconocidos. Una posible explicación para estas discrepancias 





antiinflamatorios. En la actualidad, existen en el mercado docenas de AINEs con distin-
ta especificidad por COX-1 y COX-2 y otras posibles dianas. Es destacable la observa-
ción de que los AINEs que han dado mejores resultados en ratones transgénicos que so-
breexpresan la APP humana han sido los que actúan sobre COX-1  o sobre  rutas alter-
nativas, como la activación de PPARγ o γ-secretasa; mientras que los ensayos clínicos 
en humanos  que no han mostrado resultados beneficiosos  han tenido como protagonis-
tas los inhibidores específicos de COX-2  (Wyss Coray, 2006).   
En la actualidad, se están realizando ensayos clínicos con drogas que no dependen 
de la actividad de COX-2. Destacan los efectos de flurbiprofeno y su enantiómero.  La 
fase II de un ensayo con R-flurbiprofeno (flurizan), de doce meses de duración, acabó 
recientemente mostrando cambios estadísticamente significativos en el declinar de las 
actividades cotidianas en pacientes con EA moderada. En un estudio de seguimiento 
paralelo y tras 21 meses de tratamiento se ha podido apreciar una desaceleración en el 
deterioro funcional y cognitivo (http://www.miriad.com/alzheimers/flurizan.php). La 
fase III de este ensayo ya está en marcha. 
Como habíamos mencionado anteriormente, la inflamación puede jugar un papel 
protector en los procesos neurodegenerativos crónicos. La activación de la microglía 
parece facilitar la eliminación de placas de Aβ (Wilcock y cols., 2004). En consonancia 
con esta idea, anticuerpos anti-Aβ, inducidos por inmunización activa con péptidos Aβ 
sintéticos o inmunización pasiva, se mostraron muy eficaces reduciendo las placas de 
amiloide en ratones TgAPP, actuando en las células de la microglía (Monsonego y 
Weiner, 2003). A la inversa, en ratones op/op con una disfunción de la microglía, ya 
que carecen del factor estimulante de macrófagos (M-CSF), se ha descrito la aparición 
de depósitos de Aβ en el parénquima cerebral (Kaku y cols.,  2003). Estos estudios fue-
ron la base para desarrollar la primera vacuna contra la EA. La inmunización con Aβ42 
(AN-1792, Elan Pharmaceuticals Inc), fue efectiva para la eliminación de las placas se-
niles, en un ensayo clínico realizado con 400 pacientes, pero también tuvo consecuen-
cias negativas y algunos pacientes desarrollaron meningoencefalitis (Nicoll y cols., 





En resumen, desde la descripción de la activación del complemento y la microglía 
en cerebros de pacientes de EA hasta los estudios en ratones modificados genéticamente 
para estudiar el proceso de la neuroinflamación, se ha recorrido un gran camino. Sin 
embargo, aún no hay datos concluyentes de que la inflamación pueda estar en el origen 
de la patología. También el papel de los AINEs en la EA, es controvertido y no hay que 
olvidar el posible beneficio de la inflamación cuando se trata de identificar posibles di-
anas terapéuticas. 
4.3. Estrés oxidativo y EA. 
 Se sabe que a lo largo de la vida de un individuo ocurren muchos cambios, uno 
de los más difundidos es el daño oxidativo. Aunque el oxígeno es esencial para la vida 
sus metabolitos conocidos como especies de oxígeno reactivas (ROS), pueden causar un 
daño celular importante. Se sabe que, aproximadamente, el 1% del flujo mitocondrial de 
electrones puede generar ROS, los cuales son detoxificados por antioxidantes celulares. 
Cuando los niveles de ROS exceden la capacidad antioxidante de la célula ocurren unas 
condiciones deletéreas conocidas como estrés oxidativo. La acumulación de ROS, que 
incluye H2O2, radicales hidroxilos y el anión superóxido, tiene como consecuencia la 
oxidación de proteínas, peroxidación de lípidos, daños en el ADN y, últimamente, se ha 
visto que puede causar muerte celular vía apoptosis y necrosis. Indirectamente, a través 
de la interacción de los radicales hidroxilos con óxido nítrico, pueden  interferir con la 
función de algunas proteínas introduciendo grupos nitrito en los residuos de tirosina. 
Dado que las neuronas tienen una alta tasa metabólica, limitado potencial de regenera-
ción, y relativamente bajos niveles de antioxidantes, se piensa que son particularmente 
vulnerables a las ROS. Los estudios en cerebros humanos postmorten han implicado 
repetidamente el estrés oxidativo en la muerte neuronal, particularmente en transtornos 
neurodegenerativos tardíos. Por ejemplo, se ha encontrado incremento en varios bio-
marcadores de estrés oxidativo en regiones enfermas de tejido cerebral postmorten en 
pacientes de esclerosis amiotropica lateral (ELA), enfermedad del prión, enfermedad de 
Huntington y parálisis supranuclear progresiva (Andersen, 2004; Barnham y cols., 
2004). El análisis de necrosias de pacientes con EA también ha revelado la existencia de 
todos estos marcadores de estrés en zonas afectadas por la enfermedad junto con abun-





oxidativo también se han encontrado en células extraneurales de pacientes con EA (Me-
cocci y cols., 1998). Estas observaciones sugieren que el estrés oxidativo no es una me-
ra consecuencia de la enfermedad, sino que puede estar genéticamente determinado 
(Eckert y cols., 2003).  Algunos autores han sugerido que las alteraciones en la función 
mitocondrial y el estrés oxidativo son eventos iniciales en la patogénesis de la EA (Cas-
tellani y cols., 2002; Nunomura y cols., 2001).  
Desde hace tiempo se piensa que Aβ juega un papel importante en la generación 
de ROS (Butterfield y cols., 1994; Behl y cols., 1994) y que ésta puede ser la causa de 
una mayor vulnerabilidad de ciertas neuronas a la muerte celular por apoptosis. Esta 
idea se apoya, entre otras, en las siguientes observaciones: a) Las acciones neurotóxicas 
de Aβ se pueden bloquear con antioxidantes (Kaltschmidt y cols., 1997), b) La sobreex-
presión de mutantes humanas de APP, PS1 o PS2, produce en cultivos celulares una al-
teración de la función mitocondrial, un aumento en los niveles de superóxido y apopto-
sis (Guo y cols., 1999; Perry y cols., 2002). Resultados similares se han obtenido con 
células neurales y extraneurales procedentes de animales modificados genéticamente 
para sobreexpresar mutaciones en APP o PS (Guo y cols., 1999; Matsuoka y cols., 
2001; Eckert y cols., 2001a , 2001b, 2003). 
Los mecanismos moleculares implicados en la inducción de estrés oxidativo y 
muerte neuronal por Aβ no son del todo conocidos. Se ha sugerido que Aβ puede dete-
riorar la función colinérgica (Li y Smith, 1996), y alterar la homeostasis de Ca2+ (Guo y 
cols., 1997; Mattson, 2002).  Recientemente, se ha sugerido que el estrés oxidativo in-
ducido por Aβ puede ser una presión mitótica que fuerce a ciertas neuronas a una entra-
da aberrante en el ciclo celular (Klein y Ackerman, 2003). 
4.5.  Ciclo celular y EA. 
 La última y quizás la más controvertida teoría para la patogénesis de la EA plan-
tea que una de las posibles causas de la pérdida neuronal es debida a la reactivación del 
ciclo celular en neuronas diferenciadas (Arendt y cols., 1996; Yang y cols., 2001). 
La teoría explica el interesante paralelismo entre el desarrollo del cerebro y la EA. 





modelo inverso a lo que ocurre en el desarrollo (Reisberg y cols., 2002). La EA devasta, 
paso a paso, la red neuronal responsable de las funciones cognitivas (Nagy y cols., 
1998; Arendt,  2003; Braak y cols., 1991),  mediante un mecanismo que afecta más se-
veramente a regiones del cerebro que son ontogénicamente y filogenéticamente, las más 
recientes (Arendt, 2000, 2003). 
En el desarrollo del cerebro las neuronas se integran en redes sinápticas una vez 
que se haya completado la proliferación, migración y diferenciación del progenitor neu-
ronal. Las señales celulares que controlan la conectividad y la plasticidad sináptica tam-
bién representan las señales ambientales que mantienen las neuronas en estado diferen-
ciado, impidiendo la reactivación de las señales que conducen a la migración o prolife-
ración. Este papel dual de señales morforregulatorias representa un riesgo inherente pa-
ra las neuronas con un alto grado de plasticidad sináptica ya que, en algunas circunstan-
cias, se puede producir una reactivación errónea del ciclo celular que puede, finalmente, 
desencadenar la muerte celular en las neuronas (Arendt, 2003). 
4.5.1.  Alteraciones mitóticas en la EA. 
Las evidencias que demuestran una reactivación del ciclo celular en neuronas son 
numerosas. Los estudios de Vicent y Davies fueron los primeros en mostrar la expresión 
de proteínas reguladoras del ciclo celular en neuronas procedentes de cerebros con la 
EA (Vicent y cols., 1996). Posteriormente otros laboratorios han descrito un amplio 
número de proteínas del ciclo celular en neuronas de biopsias cerebrales de individuos 
afectados con EA (Arendt y cols, 1996, Mcshea y cols., 1997, Nagy y cols., 1997, Bus-
ser y cols., 1998). Estos estudios se basan principalmente en evidencias inmunocito-
químicas que muestran la reaparición  de quinasas del ciclo celular, de sus activadores y 
de sus inhibidores, y por lo tanto, ofrecen sólo apoyos indirectos de que las neuronas 
están entrando en un ciclo celular real. Las evidencias directas vinieron con Yang y 
cols. en el año 2001. Estos autores mediante el uso de fluorescencia de hibridación in 
situ (FISH), pudieron demostrar la replicación del ADN en 4 loci de 3 cromosomas dis-
tintos en una fracción significativa del hipocampo de EA, sin que este proceso ocurriera 
en otras zonas cerebrales de los mismos sujetos no afectadas por la patología o en neu-










Figura 8.- FISH aplicado a neuronas de cerebros de pacientes con EA y a controles de la 
misma edad. Se muestran neuronas del núcleo basal de Meynert  procedentes de cerebros de in-
dividuos controles y de EA, marcadas con  una sonda que reconoce el gen BACE 1 que se localiza 
en el cromosoma 11. Se encontraron neuronas poliploides en cerebros de pacientes con EA (panel 
B). Sin embargo, no se encontró poliploidia en las neuronas procedentes de cerebros de individuos 
controles (panel A). Escala 10µm. 
Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de que la desregulación del ciclo 
celular podría estar implicada en la generación de las dos características neuropatológi-
cas más importantes de la enfermedad: la formación de ovillos neurofibrilares y la gene-
ración de placas de amiloide. Uno de los factores más destacados de la fase G2 y gene-
ralmente del ciclo celular es la activación de las quinasas necesarias para que la célula 
progrese a través de las diferentes etapas del ciclo (Massagué, 2004). La activación de 
estas quinasas está asociada con una disminución de la actividad de fosfatasas y una 
gradual desestabilización de microtúbulos en un intento de preparar a la célula para la 
citocinesis. La desestabilización de los microtúbulos aumenta el pool de Tau libre no 
unido a tubulina y que puede ser fácilmente fosforilado. De esta forma, se dificulta el 
re-acoplamiento de Tau a los microtúbulos y se facilita la formación de PHF típico de 
los ovillos. Durante G2, también se altera el estado de fosforilación de otras proteínas, 
como es el caso de la proteína APP, de manera que se producen cambios en su proce-
samiento, dando como resultado la producción de fragmentos β-amiloide  (Suzuki y 





dad como la fosforilación de Tau o la expresión, fosforilación y metabolismo de la pro-
teína precursora de amiloide (APP), en neuronas que están degenerando, son también 
factores de las células que se están dividiendo (Raina y cols., 2000; Zhu y cols., 2000).  
El ciclo de división celular es un proceso altamente regulado con numerosos pun-
tos de control para asegurar la normal proliferación celular en presencia de señales am-
bientales adecuadas. Los periodos asociados a la replicación del ADN (fase S) y la mi-
tosis (fase M), están separados por periodos intermedios G1 y G2. La progresión  a través 
de las distintas fases del ciclo de división celular ocurre por la expresión y activación 
secuencial de diversas CDKs (quinasas dependientes de ciclinas) (Grana y cols., 1995), 
que a su vez dependen de la presencia de reguladores positivos y reguladores negativos. 
 La reentrada de células arrestadas en G0 a G1 del ciclo celular es mediada por la 
expresión y activación de complejos ciclina D/CDK4,6 inducida por la presencia de fac-
tores de crecimiento mitóticos. La transición de G1 a S es regulada por la activación de 
complejos ciclina E/CDK2 (Sherr y cols., 1994). La ausencia de ciclina E o la inhibi-
ción de ciclina E/CDK2 por p21Cip1 (p21), p27Kip1 (p27) y p53, podría causar el paro de 
la etapa G1. El siguiente destino de las células paradas en G1 depende de la presencia o 
ausencia de ciclina A (Grana y cols 1995). En ausencia de ciclina A, las células retornan 
a G0 y se rediferencian; sin embargo en presencia de ciclina A las células entran en divi-
sión, pierden la capacidad de rediferenciarse y; si no son capaces de completar el ciclo 
mueren por apoptosis (Meikrantz y Schlege, 1995). En células proliferantes, esta alter-
nativa, progresión, arresto o apoptosis, tiene como objetivo prevenir la transmisión de 
los posibles daños en el material genético. En células altamente diferenciadas como las 
neuronas, este mecanismo previene la generación inadecuada de nuevas células que no 
podrían ser integradas en los circuitos neuronales existentes (Copani y cols., 2001). En 
otras palabras: la entrada inadecuada en el ciclo celular de células altamente diferencia-
das produce, en último término, la  muerte celular. 
El análisis de la expresión de proteínas del ciclo celular en neuronas procedentes 
de necropsias de individuos con la EA, permitió elucidar la progresión de las células a 
través de las distintas fases del ciclo. Este análisis reveló la presencia de ciclina D1 y 
CDK4 en neuronas enfermas sugiriendo que las neuronas vulnerables en la EA no están 





sencia de ciclina E/CDK2 indicó que las neuronas pasan a G1 (Nagy y cols 1997). La 
presencia de replicación del ADN sugirió que las neuronas susceptibles pueden comple-
tar casi la fase S (Yang y cols., 2001). Adicionalmente, la expresión aberrante de ciclina 
B1/ CDK2 indicó que las neuronas que se degeneran en EA pueden incluso, en algunos 
casos, alcanzar la fase G2 (Smith y cols., 1995). Sin embargo, nunca se han encontrado 
evidencias de mitosis, lo que sugiere que la re-entrada en ciclo, como muestra la expre-
sión de estos marcadores, conduce a la muerte neuronal (Copani y cols 2001; Herrup 
2004).  Dicho de otro modo, las neuronas están comprometidas a permanecer en blo-
queo permanente del ciclo celular, pero si por alguna razón se fuerza la entrada en ciclo, 
mueren (Lee y cols, 1992). 
4. 5. 2.     Reactivación del ciclo celular y muerte neuronal. 
 
Mientras que la relación existente entre ciclo celular, muerte celular y diferencia-
ción está bien documentada, fundamentalmente, en lo que se refiere a los procesos neo-
plásicos (Piacentini y cols., 1993) o al desarrollo del SNC durante la embriogénesis 
(Ross, 1996). Se sabe mucho menos del control de estos procesos en células altamente 
diferenciadas, como las del sistema nervioso. 
En 1993, Heinzt postuló que un descontrol del ciclo celular podría originar la 
muerte de neuronas diferenciadas. Se basaba en el hecho de que los tumores neuronales 
son muy raros, y dedujo que las células neuronales debían ser, de alguna manera, resis-
tentes a la transformación neoplásica (Heintz, 1993). Por otra parte, la evidencia expe-
rimental demostró que la expresión de oncogenes en células neuronales causaba su 
muerte en lugar de la proliferación celular (Feddersen y cols., 1992). Recíprocamente, 
la inhibición farmacológica del ciclo celular o la expresión ectópica de CDKIs (inhibi-
dores de quinasas dependientes de ciclinas), protege a las neuronas frente a agentes in-
ductores de muerte celular (Giovanni y cols., 1999; Osuga y cols., 2000; Knockaert, 
2002). 
Desde estos primeros trabajos, que sugerían una relación causal entre activación 
del ciclo celular y muerte neuronal, se han realizado numerosos estudios in vitro que 
han confirmado las consecuencias negativas del intento de neuronas diferenciadas de 





retina de pollo cultivadas en presencia del factor de crecimiento nervioso, insulina y 
neurotrofina-3, sufren apoptosis previa entrada en ciclo celular, y que este fenómeno se 
acompaña de un aumento en la expresión de la ciclina B2 (Frade, 2000). Más reciente-
mente, Smith y cols. han demostrado mediante infección de neuronas con adenovirus 
que expresan el oncogen c-myc, que se  produce replicación del ADN y que las células 
progresan hasta G2 antes de su muerte (McShea  y cols., 2006). La administración de 
roscovitina, un inhibidor de CDKs (quinasas dependientes de Ciclinas), previene la pro-
gresión a través del ciclo y la muerte celular por apoptosis. Estos resultados demuestran 
que aunque algunas neuronas retienen la capacidad de responder a factores de creci-
miento entrando en el ciclo celular, esta estimulación produce muerte celular en lugar 
de proliferación. Asimismo, experimentos realizados en modelos animales y observa-
ciones realizadas en otras enfermedades neurodegenerativas, apoyan directa o indirec-
tamente la hipótesis de que la entrada en el ciclo celular conduce a la muerte neuronal. 
Por ejemplo, ratones deficientes en la proteína del retinoblatoma (Lee y cols., 1992) o 
ratones con la mutación “Harlequin” (Hq) (Klein y cols., 2002), presentan neurodegene-
ración tras la entrada aberrante en ciclo celular. Por otra parte, ratones transgénicos (Tg) 
que expresan el oncogen viral antígeno T de SV40 bajo el promotor del gen pcp-2 espe-
cífico de células de Purkinje desarrollan ataxia cerebelosa (Feddersen y cols 1992). 
Igualmente, los ratones Tg que expresan el mismo oncogen bajo el control del promotor 
de rodopsina, son ciegos, como consecuencia de la pérdida de neuronas de la retina (Al-
Ubaidi y cols 1992). En células de Purkinje, y neuronas estriadas de ratones nulos para 
el gen atm (ataxia-telangiectasia) se han detectado evidencias de entrada aberrante en 
ciclo celular y duplicación del material genético (Yang y Herrup; 2005).  En ninguno de 
estos casos se observó la aparición de tumores. En otras enfermedades degenerativas no 
relacionadas con la demencia, también se ha observado muerte neuronal asociada con 
eventos del ciclo celular. Es el caso de la esclerosis lateral amiotrópica (ELA), donde se 
ha observado un aumento en la expresión de ciclina D1 y una redistribución del factor 
de transcripción E2F-1 en neuronas afectadas (Ranganathan y Bowser, 2003). 
4. 5. 3.   Apoptosis neuronal 
La idea de que la muerte neuronal ocurre por apoptosis en la EA fue sugerida por 





ADN en neuronas de cerebros de individuos con EA. Posteriormente se han encontrado 
numerosas evidencias que la pérdida neuronal en la EA y otras enfermedades neurode-
generativas es el resultado de la activación de apoptosis (Roth, 2001). Así, por ejemplo, 
se ha encontrado actividad caspasa en cerebros postmorten de individuos con EA (Sel-
nick  y cols, 1999, Stadelmann y cols 1999, Raina y cols., 2001). La mayoría de los es-
tudios apuntan a una mayor contribución a la neurodegeneración, de la llamada apopto-
sis intrínseca, es decir, el proceso que depende de la integridad y función mitocondrial, 
más que de la activación de receptores de muerte (Yuan y Yankner, 2000). El daño en el 
ADN (hereditario o inducido), un aumento en el influjo de Ca2+ desde el medio extrace-
lular y el estrés oxidativo o metabólico, son algunas de las causas que pueden alterar la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberación de moléculas relevantes pa-
ra el proceso de apoptosis (Kermer y cols., 2004).  A pesar de las evidencias a favor de 
la activación de apoptosis  en cerebros de pacientes de EA y de otras enfermedades neu-
rodegenerativas, se discute si el término apoptosis es adecuado para describir pérdida 
neuronal en este tipo de enfermedades (Zhu y cols., 2006; Jellinger, 2006). La contro-
versia radica fundamentalmente en el corto tiempo que se necesita para completar la 
apoptosis en cultivos neuronales y la naturaleza crónica de la patología neurodegenera-
tiva. Se sabe que algunos de los mediadores de la cascada apoptótica pueden regular la 
apoptosis de forma bidireccional mostrando actividad pro- o anti-apoptótica. Por esta 
razón, se ha sugerido que en el cerebro de pacientes de EA, las proteínas reguladoras de 
apoptosis podrían,  en realidad,  actuar abortando el proceso apoptótico, prolongando de 
esta forma la supervivencia de las neuronas afectadas. Este proceso que se ha denomi-
nado abortosis o apoptosis abortiva (Raina y cols., 2003), implicaría que las neuronas 
afectadas pierden incluso la capacidad de controlar su propia muerte programada y pro-
porciona a estas neuronas una señal aberrante de supervivencia. 
4.5.4. La entrada en ciclo es necesaria pero no suficiente para causar 
pérdida neuronal. 
Aunque la aberrante entrada del ciclo celular de neuronas susceptibles puede con-
tribuir a la pérdida neuronal de la EA, las proteínas mitóticas no están exclusivamente 
asociadas con el final del estado neuropatológico, sino más bien con cambios neurona-
les muy tempranos que ocurren en la enfermedad (Busser y cols., 1998; Yang y cols., 





que los cambios citopatológicos, como se ha demostrado en 4 modelos de ratón para la 
EA que desarrollaban placas de amiloide. En estos ratones se observó que la expresión 
de proteínas reguladoras y duplicación del material genético se producía meses antes de 
la aparición de las placas de Aβ y del proceso inflamatorio (Yang y Herrup, 2006). La 
observación de la presencia de marcadores del ciclo celular en casos de pacientes con 
DCL, también sugiere que la entrada en ciclo celular es un acontecimiento temprano en 
el transcurso de la enfermedad (Yang y cols., 2003).  
El trabajo de Yang y Herrup (2006), sugería que la re-entrada en ciclo celular de 
neuronas vulnerables es un factor necesario, pero no la causa inminente de la muerte 
neuronal, al menos en ratones. Aparentemente el tiempo que transcurre desde que las 
neuronas inician un ciclo de división celular y su muerte es considerable (Busser y cols., 
1998;  Yang y cols., 2001). Estos autores estimaron, de forma independiente y con téc-
nicas distintas, el tiempo que transcurre entre estos dos procesos en cerebro humano. 
Durante todo este tiempo, cercano al año, se puede encontrar neuronas aneuploides sin  
grandes cambios en su funcionalidad (Hock y Lamb, 2001). Se puede hacer dos inter-
pretaciones de estas observaciones. En primer lugar, se puede pensar que la re-entrada 
en ciclo celular no es suficiente por sí misma para causar la muerte neuronal, sino que 
necesita el concurso de otro estímulo. A favor de esta interpretación está la llamada teo-
ría de los dos impactos (Zhu y cols., 2006), que sostiene que la entrada aberrante en ci-
clo celular y el estrés oxidativo son necesarios para el avance de la enfermedad; si bien 
cada uno de estos procesos por separado podrían iniciar el proceso patológico. En esta 
línea de pensamiento, estudios recientes han demostrado la presencia de marcadores del 
ciclo celular tras la muerte neuronal inducida por hipoxia e isquemia en roedores (Kuan 
y cols., 2004). En segundo lugar, se ha sugerido que la entrada de ciertas neuronas en 
ciclo de división celular, puede tener un papel protector en situaciones de estrés (Yang y 
cols., 2006) y que, de forma análoga a lo que ocurre en ciertas circunstancias durante el 
desarrollo, las neuronas se beneficien de tener copias extra de cada alelo (Claycomb y 
cols., 2004). No obstante, el resultado final de la entrada en ciclo de división celular tie-
ne consecuencias letales para la neurona, pero el largo tiempo que transcurre entre el 
inicio del ciclo y la pérdida neuronal, sugiere que in vivo debe haber otros factores im-





La presencia de marcadores del ciclo celular en ancianos no dementes (Nagy y 
cols., 1998), también sugiere que la estimulación mitogénica por si misma no es sufi-
ciente para causar la EA (Arendt, 2003). La diferencia entre el cerebro de individuos 
controles y enfermos de EA no está en la reactivación del ciclo celular, sino en cuándo 
se consigue el arresto del proceso en unas células que no pueden dividirse. En el cerebro 
adulto normal parece existir mecanismos de control que consiguen frenar rápidamente 
la progresión de las neuronas a través del ciclo y éstas pueden ser rescatadas antes de la 
transición de G1 a S. En el cerebro de los pacientes de  EA se sobrepasa este  punto de 
control, tiene lugar la replicación del ADN y la re-diferenciación ya no es posible (Yang 
y cols., 2001; Nagy., 2000). La progresión de las neuronas hasta la fase G2 del ciclo ce-
lular produce la muerte de la célula o graves lesiones que comprometen su funciona-
miento. La naturaleza del fallo en la regulación de G1 a S en la EA se desconoce y aun-
que se ha detectado la expresión de inhibidores de quinasas dependientes de ciclina en 
neuronas vulnerables (Arendt y cols 1996; Ogawa y cols., 2003), su presencia no parece 
prevenir la progresión celular a través del ciclo.  La causa de esta pérdida de función 
continúa sin ser explicada. 
 
4.5.5.  Mecanismos de señalización implicados en la reactivación del ci-
clo celular en la EA. 
Una de las cuestiones más importantes por resolver, es determinar los aconteci-
mientos que provocan la entrada de neuronas diferenciadas en un ciclo de división celu-
lar, que tiene consecuencias fatales. En otras palabras, queda por definir cuales son los 
mecanismos moleculares de señalización celular implicados en el binomio ciclo celular-
muerte neuronal. La búsqueda de factores responsables de la formación de ovillos neu-
rofibrilares y placas de Aβ en las neuronas afectadas por la EA, ha aportado algunas 
claves. Así por ejemplo, en los depósitos amiloideos se ha encontrado acumulación de 
factores de crecimiento como EGF (Styren y cols., 1990), βFGF (Gómez-Pinilla y cols., 
1990), IGF-1 (Connor y cols., 1997) e ILs (Cacabelos y cols., 1994; Huberman y cols., 
1994; Luterman y cols., 2000) que; tal vez, pudieran ser la causa de la entrada en ciclo 
celular de algunas neuronas. También, hay que considerar la posibilidad de que los de-
pósitos de β-amiloide tengan, in vivo, un efecto neurotrófico, como se ha demostrado in 





factores que pueden aumentar la presión mitótica en el cerebro de pacientes son: a) la 
pérdida de conexiones sinápticas, uno de los eventos iniciales de la EA (Masliah y cols., 
1993; Nagy, 2000); b) el proceso inflamatorio crónico, a través de la producción de ci-
toquinas; c) el estrés oxidativo (Klein y Ackerman, 2003): el daño en el material genéti-
co inducido por los radicales libres a lo largo del tiempo ha sido considerado como una 
de las causas del intento de ciertas neuronas de dividirse. Por otra parte, también se ha 
sugerido que niveles elevados de homocisteina, considerado como un factor de riesgo 
de desarrollar EA y enfermedades cardiovasculares (Clarke y cols., 1998; Millar, 2003; 
Tyagi, 1998), puedan tener un efecto mitogénico como se ha demostrado en cultivos 
celulares (Majors y cols., 1997). El hecho de que el número de mujeres afectadas por la 
EA doble al de varones (Paykel y cols., 1994; Fratiglioni y cols., 2000) y que la EA se 
manifieste después de la menopausia, sugiere la posibilidad de que algunos factores 
hormonales puedan también contribuir al proceso neurodegenerativo. En este sentido, 
conviene resaltar la importancia de los estrógenos en el mantenimiento de las conexio-
nes sinápticas (Pike, 1999; Wade y cols., 1999) y el papel de las hormonas tiroideas 
como señales de diferenciación para las neuronas  (Denver y cols., 1999; Pérez Juste y 
Aranda, 1999). Sin embargo, recientemente, los resultados contradictorios que se han 
encontrado en el llamado estudio WHIMS (Women's Health Initiative Memory Study) 
en el que la terapia hormonal sustitutiva parecía aumentar el riesgo de demencia en mu-
jeres postmenopáusicas (Shumaker y cols., 2003), han cuestionado el supuesto papel 
protector de los estrógenos.  Paralelamente, se ha propuesto que otras hormonas del eje 
hipotálamo-pituitaria-gónadas pudieran estar implicadas en la patogénesis de la EA 
(Webber y cols.,  2006). Específicamente,  se sospecha del posible papel patogénico del 
aumento en la concentración de gonadotrofinas que se produce en la menopau-
sia/andropausia (Casadeus y cols., 2006). 
De todas las posibles vías de señalización celular que podrían conducir a la re-
entrada en ciclo de división, merece ser destacada la que implica la participación de la 
APP como receptor de superficie, iniciando una cascada de acontecimientos que culmi-
na con la replicación del ADN y apoptosis (revisado en Herrup y cols., 2004).  Trabajos 
previos han observado que el efecto que produce  la sobrexpresión de APP en neuronas, 





(Chen y cols., 2000; Mcphie y cols., 2003). La idea de que la APP puede actuar como 
un receptor de superficie, se apoya en las siguientes evidencias experimentales: a) la 
secuencia de aminoácidos de la molécula de APP es semejante a la de las proteínas in-
trínsecas de membrana de tipo 1 (Kang y cols., 1987), b) la APP se expresa mayorita-
riamente en la superficie de las neuronas (Jung y cols., 1996; Storey y cols.,1996), c) el 
extremo carboxilo terminal de la APP interacciona con la proteína heterotrimérica G0 
(Nishimoto y cols.,1993). 
La APP interacciona, a través de su extremo carboxilo, con un gran número de 
proteínas (Borg  y cols., 1996; Chow y cols 1996; Matsuda y cols., 2001; Taru y cols., 
2002; Inomata y col., 2003; Mcphie y col., 2003). Dos de estas proteínas, la proteína 1 
de unión a APP (APP-BP1) (Chow y cols. 1996) y la PAK3 (quinasa 3, activada por 
p21) (Mcphie y col., 2003),  pudieran ser importantes para explicar la coexistencia de 
replicación de ADN y neurodegeneración en la EA.  La APP-BP1  regula el tránsito en-
tre las fases S y M del ciclo en células proliferantes (Chen y cols. 2000) y se ha descrito 
que cuando se sobreexpresa en neuronas produce muerte celular (Chen y cols. 2003). 
Además se ha demostrado un aumento en la expresión de APP-BP1 en neuronas que 
sobreexpresan las formas mutantes de la APP humana que causan la EA familiar (Chen 
y cols. 2003). Estas células son capaces de progresar hasta la fase S del ciclo y final-
mente mueren por apoptosis. También se ha demostrado un aumento de la expresión de 
APP-BP1 en regiones vulnerables del cerebro de pacientes de EA comparada con la que 
tiene lugar en cerebros de individuos no dementes. La proteína PAK3  es una se-
rín/treonín quinasa (Mcphie y col., 2003) que también está implicada en la síntesis de 
ADN y apoptosis neuronal inducida por las mutaciones patogénicas de APP. Una muta-
ción en la quinasa PAK3, dominante negativa, inhibe la muerte neuronal por apoptosis y 
la síntesis de ADN inducidos por las mutantes patogénicas de APP, este efecto también 
es interrumpido por la delección del dominio de unión de PAK3 a APP o por la coex-
presión de un péptido que representa este dominio de unión. Por último, la interacción 
de APP y la proteína G0, parece jugar también un papel relevante en la apoptosis induci-
da por las mutaciones de APP de la EA familiar. Se ha descrito que la toxina pertussis, 
conocido inhibidor de las proteínas G0/Gi, es capaz de inhibir la apoptosis neuronal en 
las células que expresan estas mutantes (Herrup y cols., 2004). Estos efectos no se pro-





toxina pertussis.  Estas observaciones sugieren que la APP, a través de la interacción 
con otras proteínas que se unen a su extremo C-terminal, activa una cascada de señali-
zación importante para el funcionamiento normal del cerebro, tal vez regulando la re-
modelación sináptica o neurogénesis durante el aprendizaje. Por tanto, una disfunción 
de esta vía de señalización podría conducir a las neuronas a entrar en un ciclo aberrante 
de división celular que les causa, en último término, la muerte. 
La complejidad de los mecanismos de señalización que pueden causar la reactiva-
ción del ciclo celular en neuronas vulnerables, así como las evidencias de la participa-
ción de otros procesos y la existencia de factores de riesgo ha llevado a Nagy, 2000, 



















































Según este modelo, un desequilibrio  entre las señales mitogénicas (β-amiloide, 
factores de crecimiento acumulados en las placas, ILs producidas por la activación de 
células de la glía, estrés oxidativo, niveles elevados de homocisteína, hipoxia cerebral) y 
los factores de diferenciación (estrógenos, hormonas tiroideas), junto con el fallo en los 
mecanismos de control del ciclo celular, dan lugar a que las neuronas entren y progresen 
hasta estadíos avanzados del ciclo. Ante la imposibilidad de concluirlo con éxito, las 
células están abocadas a la muerte por apoptosis o a desarrollar un fenotipo patológico, 
que en último término podría causar la muerte neuronal. El hecho de que alguno de es-
tos factores de riesgo pueda ser modificado farmacológicamente y la búsqueda de di-
anas claves en la regulación del ciclo celular, puede tener, quizás, importancia para la 
prevención de la EA. 
5. Utilización de células extraneuronales en el estudio de la patoge-
nia de la EA. 
Un problema fundamental en el estudio de la fisiopatología de EA, ha sido el 
hecho de que el material de estudio provenga de autopsias, frecuentemente procedente 
de casos terminales de patología avanzada, que dificulta el estudio de procesos patoló-
gicos iniciales a nivel celular y/o molecular. En estos casos, es imposible separar aque-
llos eventos casuales de otros, inespecíficos, o que se deriven de la destrucción celular 
que provoca la enfermedad. Afortunadamente, la disponibilidad de modelos animales 
para el estudio de la EA ha permitido grandes avances en el conocimiento de algunos 
aspectos de la enfermedad. En los últimos 10 años numerosos modelos de ratón han si-
do desarrollados para reproducir los cambios bioquímicos e histopatológicos de la EA 
que incluyen las placas de amiloide y la patología de Tau (Ver tabla II), algunos de es-
tos modelos muestran pérdida neuronal y sináptica y déficit en el comportamiento en 









Tabla II.- Resumen de modificaciones genéticas de la EA en modelos de ratón. 
 
 
                                                                                                                         Tabla II (continuación) 
Nombre Transgen Neuropatología Comportamiento Referencias 
Ratones con mutaciones APP y Presenilinas 
NSEAPP hAPP-751 (Silvestre) 
 
Patología difusa de amiloide 
 
Deterioro en la fun-
ción cognitiva depen-
diente de la edad. 
Quon y cols. 
1991 
PDAPP hAPP (V717F-Indiana) 
Placas neuríticas rodeadas 
de neuritas distróficas apa-
recen de los 6 a los 9 me-
ses. Se observa astrocitosis, 
microgliosis y pérdida sináp-
tica. 
Déficit en el aprendi-
zaje y la memoria 
espacial. Sueño re-
ducido REM. 






Placas neuríticas que apare-
cen entre los 9-12 meses 
microgliosis y astrocitosis. 
No se observa pérdida neu-
ronal ni sináptica. 
Déficit en el aprendi-







Placas de amiloide detecta-
das a los 6 meses, microglia 
y astrocitos activados. Pér-
dida neuronal a los 18 me-
ses. Angiopatotia amiloide.  
Progresivo deterioro 
de la memoria, ad-
quisición y retención. 




 (V7171) Londres 
 
Placas de amiloide densas y 
difusas detectadas a los 10-
12 meses. Angiopatotia ami-
loide a los 15 meses. 







V717I  Sueca, 
Indiana) 
 
Depósitos de amiloide 
desarrollados a los 3  
meses, con placas densas 
en el núcleo y patología 
neurítica a los 5-6 meses. 
Temprana mortalidad del 
50% de los ratones  a los 3 
meses 









V717I  Sueca, 
londres) 
D pó itos de amiloide 
desarrollados a los 3  meses 
en el córtex, a los 5-7 meses 
en el hipocampo, tálamo y 
corteza olfativa.  
No descrito Rockenstein y cols., 2001. 
Tg2576 x PS1 
hAPP 
(K670N, M671L, 
V717I  Sueca); 
hPS1(M146L) 
Fuerte desarrollo de depósi-
tos de Aβ en el córtex y hi-
pocampo comparado con los  
Tg2576 así como una mode-
rada secreción de Aβ42. 











Producción dependiente de 
la edad de Aβ40 y 42. Depo-
sición de amiloide extracelu-
lar e intraneuronal a los  6-8 
meses. Incremento progresi-
vo de la patología de Tau. 
Déficit en la reten-
ción, no se observó 
problemas en la ad-
quisición.  Déficit de 
memoria corregido 
por inyección intra-
craneal de  Aβ. 






Nombre Transgen Neuropatología Comportamiento Referencias 
Ratones Tau 
Ishihara y cols 
1999 
3R 0N WT Tau 
humana 
Inclusiones de Tau  
interneuronal, Tau insoluble y 
gliosis. Transporte axonal 
reducido. 
Déficit motor y debili-
dad muscular 
Ishihara y 
cols.,  1999 
Probst y cols 
2000 
4R 2N WT Tau 
humana 
Patología de Tau progresiva, 
degeneración axonal y neu-
ronal. 
Déficit motor y debili-
dad muscular 
Probst y cols., 
2000 
JNPL3 4R 0N P301L Tau humana 
Aparición  Tau hiperfosforila-
da y cuerpos de pick en el 
SNC. Tau inmunoreactiva en 
el córtex, hipocampo y la glía 
basal. Gliosis reactiva. Dege-
neración axonal y atrofia 
muscular esquelética. 
Déficit motor y debili-
dad muscular. Bajo 
peso corporal. Perdi-
da de reflejos. 
Lewis y cols., 
2000 
VLW 
4R 2N G272V, 
P301L y R406W 
Tau 
Alta expresión en el SNC e 
hipocampos. Filamentos e 
hiperfosforilación de Tau. 
Anormalidad lisosomal activi-
dad fosfatasa incrementada. 
No descritos Lim y cols., 2001 
Tg2576 x JNPL3 Ver arriba  
Aumento de filamentos de 
Tau en el sistema límbico y 
córtex olfativo de los 9 a 11 
meses y comparable estruc-
tura y número de placas ami-
loides con ratones Tg2576.    
Debilidad motora 
progresiva 
Lewis y cols., 
2001 
Tg2576 x VLW Ver arriba  
Incremento edad-
dependiente de la fosforila-
ción de Tau insoluble en el 
cortex enthorrinal e hipocam-
po. Aumento de la deposición 
de amiloide comparado con 
ratones Tg2576.    
Déficit de memoria 
moderado a los 6 
meses y parecido al 
observado en ratones 
Tg2576 a los 16 me-
ses. 
Ribe y cols., 
2005 
Tg4510 4R 0N P301L Tau  
Hiperfosforilación y filamen-
tos de Tau. Pérdida neuronal 
y atrófia cerebral  
Déficit de memoria a 




APP: proteína precursora de amiloide, PS1: presenilina 1, 2,”N”: Indica número de repeticiones 
del N-terminal,”R”: las repeticiones de lugares de unión a microtúbulos encontradas enC-
terminal. 
Los modelos de ratón han sido muy útiles para reproducir el fenotipo patológico 
de amiloide y la patología de Tau y, en menor grado, para el déficit sináptico y la neu-
rodegeneración usando una gran variedad de mutantes APP, presenilinas o proteínas 
Tau. A pesar de estos paralelismos con la enfermedad humana, ninguno de estos mode-
los han mostrado los típicos ovillos neurofibrilares ni sufren una pérdida significativa de 
cuerpos neuronales (Hock y Lamb, 2001). Aunque estos estudios han ayudado a com-
prender la función de algunos genes en el desarrollo de la EA y han servido para estu-
diar el papel del Aβ,  para evaluar los efectos de numerosas aproximaciones terapéuticas 
incluyendo  -secretasas (Ohno, 2006), agonistas muscarinicos (Fisher y cols., 2003), 
inhibidores de BACE, inmunoterapia de  Aβ y vacunas (Morgan y cols., 2000; Janus y 





propias de la patología. Idealmente se buscan animales que desarrollen todos los sínto-
mas típicos de la EA, lo cual sería muy valioso para establecer un orden y una jerarquía 
en las alteraciones, saber cual es causa o consecuencia de otras, además de permitir es-
tudiar la enfermedad desde su inicio, y poder probar nuevas terapias, comprobando sus 
efectos en cada fase de la patología. En este sentido, es importante destacar el último 
trabajo del laboratorio de Herrup, donde, basándose en que alteraciones en el ciclo celu-
lar dan lugar a la pérdida neuronal  y en el alto grado de neuronas positivas para el ciclo 
en el cerebro de pacientes con EA, han observado  que la aparición temporal y espacial 
de eventos del ciclo celular en ratón es muy parecida a la progresión de la enfermedad 
humana. Ellos proponen que, en modelos murinos de EA,  la reentrada de las neuronas 
en ciclo celular ocurre antes de la aparición de las placas de Aβ o de procesos inflama-
torios. Y que la prolongación en el tiempo entre la iniciación del ciclo celular y la muer-
te neuronal sugiere que, in vivo,  hay otros procesos que pueden estar involucrados en el 
proceso de muerte (Yang y Herrup, 2006). 
 
       También han sido muy útiles los modelos celulares consistentes en líneas es-
tablecidas neuronales o extraneurales, así como cultivos primarios de neuronas y astro-
citos, fundamentalmente de roedores, que sobreexpresan las mutantes humanas de los 
genes APP, PS1 y PS2 que son causa de EA (Mattson, 1997; Mattson y cols., 2001). 
Una estrategia alternativa y complementaria es el uso de tejidos periféricos de pacientes 
de EA. Numerosas evidencias experimentales hacen pensar que la EA, entre otras en-
fermedades del sistema nervioso, tiene también manifestaciones sistémicas, aunque con 
menores repercusiones clínicas (Nagy y cols., 2002; Gibson y Huang, 2002; Eckert y 
cols., 1994). Las células periféricas pueden tener gran relevancia, dado su fácil accesibi-
lidad. De hecho se están utilizando células periféricas de pacientes con EA, como célu-
las sanguíneas (linfocitos y plaquetas) y fibroblastos (revisado por Echeberrygaray e 
Ibarreta, 2001). Aunque las células sanguíneas, al contrario que los fibroblastos, son 
susceptibles a influencias significativas y agudas de factores ambientales y del estado 
general del donante (Janus y cols., 2000) han sido utilizadas en el diagnostico y pronós-
tico de enfermedades neurológicas (Kalman y cols., 2005, Tang y cols., 2004), apoyán-
dose en la  comunicación existente entre el sistema nervioso central y el sistema inmu-





sores (Gladkevich y cols., 2004). En linfocitos de pacientes con EA se han observado 
fenómenos que ocurren en el cerebro de individuos con EA como la  anormal expresión 
de APP (Li y cols., 1999), alteraciones en los niveles de enzimas antioxidantes (Mecco-
ci y cols., 2002), daño oxidativo en el ADN, ARN y proteínas (Nijhuis y cols., 1996), 
regulación anómala del ciclo celular (Nagy y cols., 2002)  y baja regulación de fosfatas 
implicadas en la hiperfosforilación de Tau (Maes y cols., 2006). Otras alteraciones que 
también se han descrito en plaquetas se encuentran en los canales de K+  (Bondy y cols., 
1996; De Silva y cols., 1998) y en la concentración de Ca2+ intracelular (Adunsky y 
cols., 1991; Le y cols., 1993). Estas alteraciones apoyan la idea del grupo de Percy que 
definen a las células sanguíneas como una “ventana” del sistema nervioso central (Percy 
y cols., 2000). 
 No hay que olvidar el uso de cultivos de fibroblastos, ya que, muestran numero-
sas anormalidades en procesos metabólicos y bioquímicosque son espejo de eventos que 
ocurren en el cerebro de EA (Gasparini y cols., 1998, Govoni y cols., 1996). Por ejem-
plo, en fibroblastos de EA, se han encontrado cambios que ocurren en sistemas de 
transducción de señal (Zhao y cols., 2002), incluyendo canales iónicos, AMP cíclico y 
la cascada de fosfatidilinosítidos, así como también en la regulación de la proteína β-
amiloide (Gibson y cols., 1996; Palotas y cols., 2001 y 2002). Algunos de estos cambios 
tales como alteraciones en la fosforilación de ERK1, 2 parecen ser específicos de la EA, 
ya que, estas alteraciones no se encontraron en pacientes con la enfermedad de Hunting-
ton los cuales también presentan demencia (Zhao y cols., 2002). Además, presentan ac-
tividad anormal de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Mazzola y cols., 2003) y 
dañada la regulación del receptor Bradiquinina B2 por ester de forbol (Jong y cols., 
2002). Finalmente, recientes evidencias halladas en el laboratorio de Uberti y cols., 
2006 han demostrado alteraciones en la  vía de señalización p53 que se acompañan de 
una menor vulnerabilidad de los fibroblastos de EA a la muerte celular por apoptosis 
(Uberti y cols., 2002). 
 Por ello, la utilización de tejidos periféricos puede ser de gran utilidad en neuro-
logía. El uso de células extraneuronales ofrece ventajas comunes a otros modelos celu-
lares y además permite la posibilidad de estudiar procesos patológicos en cualquier ni-





ha permitido la identificación de un buen número de alteraciones celulares y molecula-




                                                                                                                                               
























En términos generales, el objetivo de este trabajo ha sido el estudio, en células 
extraneurales de pacientes de EA, de alteraciones en los mecanismos de transducción de 
señales asociados con los procesos de supervivencia/muerte celular.  
La EA, entre otras enfermedades del sistema nervioso, tiene también 
manifestaciones sistémicas, si bien con menores repercusiones clínicas (Nagy y cols., 
2002; Gibson y Huang, 2002; Eckert y cols., 1994). Por ello se han utilizado tejidos 
periféricos de pacientes para el estudio de ciertos aspectos de la patología (Li y cols., 
2004; Nagy y cols., 2002; Oliver y cols., 2006). El uso de células extraneurales ha 
permitido importantes avances en el conocimiento de procesos como la generación de 
 -amiloide o el papel de las presenilinas  (Gibson y cols., 1996; Palotas y cols., 2001 y 
2002).  
En trabajos previos de nuestro laboratorio, realizados en linfocitos inmortalizados 
de pacientes de EA de aparición tardía, y donantes controles de edad aproximada, se 
pudo detectar alteraciones en la homeostasis de Ca2+ y de H+  (Ibarretay cols. 1997, 
1998) que se asociaron a una mayor respuesta proliferativa de las células de pacientes 
de EA (Urcelay y cols. 2001). Asimismo, otros grupos de investigación han demostrado 
fallos en la progresión a través del ciclo celular de linfocitos o de fibroblastos 
(Tatabayashi y cols., 1995; Etcheberrigaray e Ibarreta, 2001; Nagy y cols., 2002) de 
pacientes de EA. Además,  parece que es posible detectar alteraciones en el ciclo celular 
en casos de pre-Alzheiemer, es decir en individuos con Deterioro Cognitivo Leve 
(DCL) (Yang y cols., 2003). El interés de estas observaciones radica en que pueden 
considerarse reflejo de alteraciones de tipo “neoplásico” que se han detectado en 
cerebros de pacientes de EA (Arendt y cols., 1996; Yang y cols., 2001) y que ha llevado 
a algunos autores a postular la hipótesis de que alteraciones en los mecanismos de 
control del ciclo de división celular pudieran estar asociados con la muerte neuronal 
característica de la EA   (Nagy y cols., 2000,2006; Copani y cols., 2002, Herrup, 2004).   
Trabajos recientes de nuestro laboratorio, en los que se han estudiado algunos 
aspectos del control de la actividada proliferativa de pacientes de EA revelaron la 
existencia de una relación causal entre el estado de fosforilación de las proteínas de 





Asimismo, estos trabajos pusieron de manifiesto la importancia de la cascada de 
señalización, dependiente de Ca2+/CaM  en la respuesta celular al suero, las células de 
pacientes de EA proliferan más activamente que las de individuos controles y son más 
resistentes a la muerte celular inducida por la retirada del suero  (Cuevas y cols. 2003 y 
2005). Ambos efectos son impedidos en presencia de antagonistas de CaM. 
En base a estos antecedentes nos propusimos profundizar en el estudio de los 
mecanismos moleculares que subyacen en la mayor actividad proliferativa de 
linfoblastos de pacientes de EA.  
Los objetivos concretos planteados para el desarrollo de esta tesis han sido los 
siguientes: 
1. Estudio de los mecanismos de regulación del contenido celular p27kip1 
en linfoblastos de pacientes de EA y donantes controles. 
2. Estudio de la interacción de Ca2+/CaM con otras vías de señalización 
en la regulación de p27 y  proliferación celular. 
3. Estudio del papel de la activación de PPAR   en el control de la 
actividad proliferativa. 
Este último objetivo se justifica si se tiene en cuenta que algunos estudios 
epidemiológicos sugieren que el tratamiento prolongado con antiinflamatorios no 
esteroideos (AINES) retrasa y atenúa los síntomas de EA. Estos efectos parecen estar 
más relacionados con la capacidad de AINEs de activar PPARγ, que de inhibir las 
ciclooxigenasas. Dado que algunos activadores de PPARγ tienen potentes efectos 
antitumorales, se ha considerado la posibilidad de que la señalización a través de PPARγ 
pudiera reducir una supuesta presión mitótica en el cerebro de pacientes de EA, 
secundaria al proceso inflamatorio crónico. 
En resumen, los objetivos de esta tesis se basan en la hipótesis de que alteraciones 
en los mecanismos de control del ciclo celular pudieran estar asociados con la muerte 
neuronal. Esta idea se apoya en la observación de niveles de expresión de ciertas 





cerebrales postmorten de individuos sanos y afectados por la enfermedad de Alzheimer 
(Arendt y cols., 1996; Mcshea y cols., 1997; Nagy y cols., 1997; Busser y cols., 1998), 
así como en evidencias directas de que se produce replicación del material genético, en 
una fracción significativa de neuronas del hipocampo de estos enfermos, sin que este 
proceso ocurra en  otras zonas cerebrales de los mismos sujetos no afectadas por la 
patología o en neuronas del hipocampo de individuos no dementes (Yang y cols., 2001). 
Proponemos estudiar los mecanismos de control del ciclo celular en linfoblastos 
de enfermos de Alzheimer y donantes controles de la misma edad. Nos basamos en la 
ídea de que los procesos patológicos que afectan fundamentalmente al sistema nervioso 
tienen también una manifestación sistémica. De esta forma se intenta obviar las 
dificultades inherentes a la obtención de material de estudio procedente del sistema 
nervioso. Sin embargo, dado que los mecanismos reguladores del ciclo celular son más 
o menos ubícuos, la importancia de validar este modelo experimental radica no sólo en 
avanzar en el conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer, sino 
también en la posibilidad de desarrollar sistemas simples de diagnóstico precoz de la 
enfermedad. La detección de alteraciones en la actividad proliferativa de células 
extraneurales, fácilmente accesibles pero que reflejan lo que ocurre en el sistema 
























1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y 
establecimiento de líneas celulares linfoblásticas. 
1.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica. 
La separación de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se realizó 
utilizando gradientes de densidad en Ficoll-Isopaque (LymphoprepTM 1077. Axix-Shield 
Po CAS, Oslo Noruega) según el procedimiento descrito por Seigneurin y cols., en 
1988. El método permite la separación de células mononucleares que tienen una 
densidad inferior a la de los polimorfonucleares (granulocitos) y eritrocitos. La 
separación en un medio isosmótico de densidad igual a 1,077g/ml, permite que los 
eritrocitos y granulocitos sedimenten a través del medio y se forme una banda 
claramente visible con las células mononucleares entre la muestra y la interfase 
medio/muestra, como puede observarse en la figura 9. Se diluyeron 10 ml de sangre en 
un volumen de  tampón fosfato salino (PBS) y se añadió 10-12 ml de medio de 
centrifugación (lymphoprepTM. Axix-Shield Po CAS, Oslo Norway), procurando no 
romper la interfase. Posteriormente, la muestra se centrifugó a 1400 r.p.m durante 45 
min. Se recolectó la fase que contiene los linfocitos eliminando los restos de 
lymphoprepTM (que resulta tóxico para las células) y de plaquetas con varios lavados 
con  PBS. Las células aisladas se cultivaron en suspensión, a una concentración inicial 
de 1.106 células. ml-1  en frascos de cultivo de 25 cm2 en posición vertical, en medio 
RPMI-1640, que contenía L-glutamina 2 mM, 100 µg/ml de estreptomicina/penicilina, 
10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) y 5 µg/ml pokeweed (PWM) (Sigma-Aldrich 
Alcobendas, España), mitógeno específico de células B. Los cultivos se mantuvieron en 
un incubador húmedo, con 5% de CO2 y 37º C. 
El FBS, la penicilina, la estreptomicina y el medio de RPMI se adquirieron de 
GIBCO BRL (Gatithersburg, Maryland, USA). 
 










Células rojas y granulocitos
 
Figura 9. Aislamiento de células mononucleares de sangre perférica. 
 
1.2. Aislamiento de Linfocitos B. 
 Los linfocitos B se aislaron de la población de CMSP por selección positiva 
utilizando un sistema de bolas paramagnéticas unidas al anticuerpo monoclonal anti-
CD19, marcador de superficie de células B  (MACS Microbeads, Miltenyi Biotec, 
Berglisch Gladbach, Alemania) y columnas de separación magnéticas (MS Separation 
columns, Miltenyi Biotec, Berglisch Gladbach, Alemania) según las recomendaciones 
del producto. La población de CMSP procedente de 10 ml de sangre periférica, se  
resuspendieron en PBS suplementado con 0,5% BSA y 2mM EDTA (pH 7,2) y se 
incubaron  con bolas paramagnéticas marcadas con anti-CD19 a una concentración de 
20µl de bolas por cada 107 células, durante 15 minutos a 4ºC. Pasado el tiempo de  
incubación se recogieron las células, se lavaron con PBS y se centrifugaron  a 1400 
r.p.m durante 10 min, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 500 l de 
PBS suplementado. Las células marcadas magnéticamente se separarón de las no 
marcadas utilizando una columna de alto gradiente de separación magnética según se 
muestra esquemáticamente en la figura 10. El número de linfocitos B obtenidos fue 
alrededor de 1.106, los cuales  fueron incubados en 1 ml de medio RPMI-1640, con L-









                          
1º paso: Incubación de las células 
con bolas paramagnéticas unidas 
a anti-CD19
2º paso: Pasar la mezcla tanto de células
marcadas como sin marcar a través de co-
lumnas de alta afinidad magnética, unidas
a un campo magnético, para eluir las célu-
las no marcadas.
3º paso: Quitar la columna del campo 








Figura 10. Selección positiva de linfocitos B. 
 
1.3. Establecimiento de lineas celulares linfoblásticas. 
El establecimiento de las líneas celulares linfoblásticas fue realizado en nuestro 
laboratorio por infección  de linfocitos de sangre periférica con el virus de Epstein Barr 
(Koistinen, 1987).  




1.3.1. Producción del virus Epstein-Barr. 
 El virus de Epstein-Barr utilizado en las transformaciones se obtuvo a partir de 
una línea celular de linfoma de Burkitt (B-95-6) cedida por Longina Akhtar (National 
Institute of Alcohol and Abuse Disorders, NIH, Bethesda, USA). En condiciones 
normales, un porcentaje de las células en cultivo sufre una infección lítica que libera el 
virus al medio.  Se recolectó el sobrenadante del cultivo en monocapa de estas células y 
tras una centrifugación para eliminar restos celulares, se pasó a través de un filtro de 0,2 
µm.  El virus se conservó en alícuotas de 1 ml a -70ºC para su posterior uso en las 
transformaciones linfoblásticas. 
1.3.2. Transformación de linfocitos. 
A la población de CMSP aisladas obtenidas como se decribió anteriormente, se les 
añadió inicialmente una alícuota de 1 ml de virus de Epstein-Barr y 1 µg/ml de 
ciclosporina para evitar la activación de los linfocitos T que podría impedir la 
proliferación inicial de los linfocitos B infectados, y se pusieron en cultivo. A partir de 
este momento se vigila el cultivo con cambios de medio una o dos veces por semana y 
en 3-4 semanas aparecen los primeros clones linfoblásticos. Una acidificación 
importante del medio constituye un excelente marcador de la trasformación. Una vez 
transformadas las células se dividieron y se preparon para su congelación, en el medio 
ya descrito, con un 0,075% de dimetilsulfóxido (DMSO), para evitar rupturas celulares 
con la formación de hielo y se mantienen a -120º C en nitrógeno líquido en alícuotas de 
1 ml. Tras la transformación, las células se crecieron en suspensión, en frascos de 
cultivo de 25 cm2 en posición vertical, en aproximadamente 8 ml del medio RPMI-
1640, que contenía L-glutamina 2 mM, 100 µg/ml de estreptomicina y, a menos que se 
indique otra cosa, 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS). Los cultivos se mantuvieron 
en un incubador húmedo, con 5% de CO2 y 37º C. El medio se cambió cada tres días 
aspirándolo sobre las células y sustituyéndolo por un volumen igual del medio fresco. 
 
 




2. Métodos analíticos 
2.1. Determinación de intermediarios (glucosa y lactato) 
Para el estudio metabólico se sembraron las células a una densidad inicial de 1· 
106 células · ml-1. A los tiempos indicados se tomaron alícuotas de 1 ml.  Las muestras 
se acidificaron inmediatamente con 6% de ácido perclórico frío. El precipitado se 
eliminó por centrifugación, y el sobrenadante se llevó a pH 6-7 con una solución de 3 N 
KOH y 0,5 M trietanolamina. El KClO4 precipitado se eliminó por centrifugación a 
13.000 g durante 5 min, y el sobrenadante se usó para hacer los ensayos metabólicos. 
Los metabolitos se midieron espectrofotométricamente mediante reacciones que 
producen cambios en el estado de óxido-reducción del sistema de nucleótidos de 
nicotinamida. Todos los metabolitos se midieron mediante métodos previamente 
descritos (Bergmeyer, 1965). 
2.1.1. Determinación de glucosa 
El ensayo para la medida de glucosa se basa en 2 reacciones consecutivas. En la 
primera, la hexoquinasa cataliza la fosforilación de glucosa por ATP, en presencia de 
Mg2+: 
D-Glucosa +ATP   D-Glucosa-6-Fosfato + ADP 
En la siguiente reacción la glucosa-6-P-deshidrogenasa cataliza la oxidación de la 
glucosa-6-fosfato por NADP+: 
D-Glucosa-6-Fosfato +NADP+  6-Fosfoglutonato + NADPH +H+ 
 
El equilibrio de esta reacción está desplazado completamente hacia la formación 
de NADPH, lo que produce un aumento de absorción a 340 nm que permite la 
valoración cuantitativa de la glucosa existente. El tampón usado en el ensayo contenía 
50 mM tritanolamina pH 7,4, 10 mM MgCl2, 5 mM EDTA, 5 mM ATP y 6,5 mM 
NADP. 




2.1.2. Determinación de lactato 
La concentración de lactato se midió según la reacción que cataliza la enzima 
lactato deshidrogenasa, la oxidación de lactato, con NAD+ como aceptor de hidrógeno: 
Lactato + NAD+   Piruvato + NADH +H+ 
Con exceso de NAD+ o NADH se puede controlar el sentido de la reacción. Para 
la medición de lactato, tiene que haber exceso de NAD+, que desplace la reacción hacia 
la formación de piruvato. Además, al ser la reacción desfavorable en esa dirección, se 
utilizó un tampón alcalino para eliminar protones y desviar el equilibrio hacia la 
dirección que interesa. Este tampón contenía 0,5 M glicina, 0,4 M hidrazina pH 9,5 y 
0,8 mM NAD+. 
2.2. Análisis del ciclo celular 
El análisis del ciclo celular se realizó mediante citometría de flujo, midiendo la 
incorporación de ioduro de propidio (IP) al ADN celular (Krishan, 1975). Para ello, se 
sembraron células a una concentración inicial de 1·106 células · ml-1, y se tomaron 
alícuotas a las 24, 48 y 72 horas después de inducir la proliferación. Las células se 
fijaron en etanol al 75% durante, al menos, 1h, a temperatura ambiente, y se 
almacenaron a 4ºC, hasta que estuvieron procesadas todas las muestras. Antes del 
análisis, las células se centrifugaron y se incubaron en 0,5 ml de PBS con 1µg/ml de 
ARNasa (Roche Mannheim, Alemania) y 1% de Nonidet P-40 (NP-40) durante 20 
minutos, a temperatura ambiente. Finalmente se tiñeron con 25 µg/ml de IP. La 
proporción de IP incorporado se midió en un citómetro de flujo EPICS-XL (Beckman 
Coulter, Florida, USA), utilizando una longitud de onda de excitación de 488 nm y 
recogiendo la emisión del IP a 620 nm. Los datos fueron analizados mediante el 
programa de ordenador Expo32 ADC (Beckman Coulter). Las distribuciones de las 
fases del ciclo celular se estimaron por el análisis computarizado de las distribuciones 
del contenido de ADN.  La duración de la fase G1 se estimó según lo descrito  (Merrill, 
1998). 




2.3. Determinación de la proliferación celular. 
Para determinar la tasa de proliferación celular se utilizó el kit de CYQUANT 
(Molecular Probes, Eugene, USA). Los linfoblastos inmortalizados de individuos 
controles y enfermos se sembraron a una concentración inicial de 1·106 células · ml-1. 
Las células se privaron del suero durante 24 horas. Al día siguiente se estimularon, 
añadiendo al medio un 10% de FBS. Se tomaron 200 µl de muestra de cada cultivo cada 
24 horas, se centrifugaron, y las células precipitadas se almacenaron a –70ºC, hasta que 
estuvieron procesadas todas las muestras. Entonces se lisaron las células en el tampón 
de lisis del kit y se añadió otra solución que contenía el fluoróforo. La intensidad de la 
fluorescencia del ADN se midió en un fluorímetro de Perkin Elmer con un lector del 
microplacas, excitando a 485 nm y midiendo la emisión a 530 nm. Para la curva 
estándar, se estableció la línea base en el rango de 500 a 20000 células por pocillo.  
El ensayo de reducción de MTT fue otra técnica utilizada en esta tesis para medir 
la proliferación celular. Este ensayo se basa en la capacidad de las mitocondrias 
funcionalmente activas para convertir el MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyltetrazolium bromide) en formazán, cuya cantidad es directamente proporcional 
al número células vivas. La determinación de la proliferación celular en las distintas 
condiciones experimentales se realizó incubando las células con 1 mg/ml de MTT 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) en un volumen de reacción de 200 µl. Tras 2 horas de 
incubación las células se centrifugaron, se retiró el sobrenadante y se resuspendieron en 
200 µl de DMSO para disolver los cristales de formazán. La absorbancia se midió a 570 
nm con 630 nm como longitud de onda de referencia, en un espectrofotómetro 
Labsystems iEMS Reader MF.  
También se estudió la proliferación mediante recuento celular de los cultivos en 
un hemocitómetro de Neubauer diluyendo la muestra según la densidad del cultivo, y 
añadiendo azul de Tripán, un colorante vital que permite distinguir las células vivas de 
las células no viables. 
 
 




2.4. Determinación de apoptosis celular  
Para la detección de apoptosis se usaron dos métodos alternativos: 
2.4.1. Incorporación de Ioduro de Propidio: 
Por citometría de flujo se determinó la cantidad de células que se encontraban en 
la zona sub G1 del ciclo, correspondiente a células apoptóticas.  
2.4.2. Inclusión/exposición de Ioduro de Propidio y fosfatidilserina: 
Se utilizó un kit de Pharmigen (San Diego, USA). Utilizando como marcadores la 
Anexina V y el IP se detectan células apoptóticas y necróticas (Anthony  y cols., 1998). 
La Anexina V se une a la fosfatidilserina que en células viables se encuentra en la cara 
interna de la membrana plasmática, y sólo se expone en células apoptóticas. El IP es un 
colorante vital, sólo entra en células con la membrana intacta. Se analizó la exposición 
de fosfatidilserina el medio extracelular y la exclusión de IP tras teñir las células con 
Anexina V-fluoresceína e IP. 
2.5.     Inmuno detección y EMSA 
2.5.1.      Preparación de extractos celulares y nucleares 
Para la obtención de extractos celulares se lavaron las células recogidas con PBS 
en frío, y luego se lisaron durante 20 minutos en hielo, en tampón de lisis (50mM Tris 
pH 7,4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 1% Nonidet P-40) al cual se le añadió  
ortovanadato sódico 1 mM, PMSF 1 mM, pirofosfato sódico 1 mM y una mezcla de 
inhibidores de proteasas (Complete Mini Mixture, Roche Mannheim, Alemania). Tras 
una centrifugación, para eliminar los restos de membranas (precipitado), se guardaron 
los extractos celulares a -80º C.  
Para la obtención de extractos nucleares y citosólicos, se lavaron las células con 
PBS en frío, y luego se lisaron en un tampón de lisis A (10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM 
KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM ortovanadato sódico, 0,1 M 
PMSF, y una mezcla de inhibidores de proteasas).  Tras la extracción en hielo durante 
15 minutos, se añadió 0,5 % NP-40 y se centrifugaron las células lisadas a 15.000 rpm 




durante 5 minutos a 4º C. El sobrenadante, con las proteínas citosólicas, se volvió a 
centrifugar a 15.000 rpm durante 20 minutos, para extraer restos de membranas y se 
guardó a -80ºC. El precipitado, con los núcleos de las células, se resuspendió en 50 µl de 
un tampón de lisis B (20 mM Hepes, pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
1 mM DTT, 0,1 M PMSF y mezcla de inhibidores de proteasas). Tras la extracción en 
hielo y agitación durante 20 minutos, las muestras se centrifugaron a 15.000 rpm 
durante 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante, que contenía las proteínas nucleares, se 
almacenó a -80ºC.  
La concentración de proteínas totales en cada muestra, en todos los casos, se 
determinó con el kit de análisis de proteínas Bio-Rad (Hercules, USA). 
2.5.2.      Western Blotting 
Los geles de separación y empaquetamiento utilizados fueron del 7,5% o 12% y 
4%  de poliacrilamida, respectivamente. Se cargaron 20-100 µg de proteína total de cada 
extracto mezclada con tampón de carga (Tris-ClH 100 mM, pH 7.4, SDS 4%,  azul de 
bromofenol 0,2%,   -mercaptoetanol 5% y glicerol 20%), la mezcla se calentó a 90ºC 
durante 10 minutos. En uno de los carriles se cargó un estándar de peso molecular. La 
electroforesis se realizó a  voltaje  constante de 100 voltios y el tiempo varió en función 
de la proteína a determinar. Una vez separadas las proteínas se transfirieron a una 
membrana de Poly vinylidene fluoride (PVDF) (Immobilon-P) de Biorad. La cantidad 
de proteína y la calidad de la transferencia se verificaron tiñendo la membrana con una 
solución de Ponceau (Ponceau 0,1%, Sigma, acético glacial 5%, Merck) durante unos 
segundos y después se lavó con TBST (Tween 20 0,05% en TBS). La membrana se 
bloqueó en una solución de TBST/BSA (BSA al 1% en TBST) durante una hora a 
temperatura ambiente  y luego se incubó con el anticuerpo primario correspondiente, a 
la concentación indicada en la tabla III, diluido en la misma solución de bloqueo, 
durante la noche a 4ºC en agitación. Después,  la membrana se lavó 3 veces con TBST 
durante 10 minutos, y  para amplificar la señal del anticuerpo primario se incubó con un 
anticuerpo secundario específico para cada especie conjugado con peroxidasa, a la 
concentración indicada en la tabla IV, disuelto en una solución TBST / leche (leche  
desnatada al 5% en TBST) durante una hora. Tras lavar 3 veces con TBST durante 10 




minutos, se reveló con el sistema detección de sustrato quimioluminiscente, ECL, 
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). Posteriormente la membrana se 
lavó con TBST y se trató con un tampón de “stripping” (Pierce, Rockford, USA) 
durante 20 minutos a 60ºC para eliminar el anticuerpo primario y secundario, y a 
continuación se expuso a un nuevo anticuerpo primario. La cuantificación de las bandas 
se realizó mediante el estudio densitométrico de los autorradiogramas con un 
densitómetro GS-800 y el programa Quantity One 4.3.1 de BioRad.  
Tabla III.- Anticuerpos primarios utilizados. 
Anticuerpo Dilución Especie de origen Casa comercial 
anti-pRb 
(sc-500) 1:500  policlonal de conejo 
Santa Cruz  
(Madrid, España) 
anti-p130  
(sc-317) 1:500 policlonal de conejo 
Santa Cruz  
(Madrid, España) 
anti-ciclina E  
(sc-198) 1:500 policlonal de conejo
 Santa Cruz  
(Madrid, España) 
anti-CDK2  
(sc-748) 1:500  policlonal de conejo
 Santa Cruz  
(Madrid, España) 
anti-p27 
(sc-528) 1:500 policlonal de conejo 





1:250 policlonal de conejo Santa Cruz  (Madrid, España) 






(sc-913) 1:1000 policlonal de conejo 
Santa Cruz  
(Madrid, España) 
anti-fosfo-Akt 





(c-20) 1:2000 policlonal de cabra 
Santa Cruz  
(Madrid, España) 
anti-p44/p42 


















Tabla IV.- Anticuerpos secundarios utilizados. 
Anticuerpo Dilución Casa comercial 
Anti-IgG de cabra 
(IgG-HRP) 1:5000 
Santa Cruz  
(Madrid, España)) 









2.5.3. Inmunoprecipitación y ensayo de la actividad quinasa del 
complejo ciclina E/CDK2. 
Para determinar la actividad quinasa del complejo ciclina E/CDK2, los 
linfoblastos inmortalizados de individuos controles y de enfermos se sembraron a una 
concentración inicial de  1. 106 células. ml-1. Las células se privaron de suero durante 24 
horas. Al día siguiente se estimularon, añadiendo al medio, FBS,  al 10% y se incubaron 
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se realizaron  extractos celulares (500µg) 
que fueron incubados con un anticuerpo  contra  ciclina E durante  2 horas a 4 ºC en 
noria, seguido de  la incubación  con 20 µl of proteína G sefarosa durante 2 horas. Las 
muestras fueron lavadas posterirmente en tampón quinasa (50mM KCl, 8 mM MgCl2, 
1mM DTT, 3mM ATP, 50 mM HEPES, pH 7.4). Los inmunocomplejos fueron 
resuspendidos in 40 µl de tampón quinasa al cual se le añadió previamente histona H1 
(0.2 µg/µl), que fue utilizado como sustrato y [γ32P] ATP (10µCi). Después de una hora 
en agitación  a  37ºC, la reacción se paró mediante la adicción de 10µl de tampón 6 X 
SDS. Después de hervir las muestras, se resolvieron en un gel de electroforesis al 12% 
SDS-poliacrilamida y la histona H1 fosforilada fue visualizada por autoradiografia. Las 
cantidades de histona H1 fué detectada mediante tinción del gel con  Comassie.  
2.5.4. Inmunolocalización de p27 
Las células cultivadas a una densidad de 1.106células.ml-1 procedentes de  
individuos controles y enfermos de EA se recogieron y se lavaron dos veces con PBS 
(Roche) y se fijaron con  una solución de paraformaldehído (PFA) al 4% en tampón 
fosfato (PB) sódico 0,1 M, pH 7,4, durante 1 hora, a 4ºC. 




 Una vez fijadas, las células se centrifugaron a 4ºC durante 10 min a 1000 rpm  y 
se lavaron dos veces en una solución PBS/BSA (3mg/ml de BSA en PBS).Las células 
(aproximadamente 10.000 células en 100µl de solución PBS/BSA) se dispusieron en 
portas tratados con polilisina (Fisher Biotech)  utilizando una citocentrífuga (Shandon 
Cytospin®). Las células se incubaron con una solución de permeabilización y bloqueo 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Esta solución contenía  Tritón X-100 (Fluka), 
0,1% suero, 10%  PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8,1 mM, y KH2PO4 1,7 
mM). El suero bloqueante utilizado fue, generalmente, homoespecie del anticuerpo 
secundario. Posteriormente, se añadió el anticuerpo primario en una solución de la 
misma composición que la anterior y se dejó incubando a 4 ºC durante 18-20 horas. El 
anticuerpo primario utilizado fue el siguiente: anti-p27 (policlonal de conejo, 1:50). 
      Transcurrida la incubación, se retiró la solución con el anticuerpo primario y las 
células fueron lavadas tres veces con PBS. Después, se incubaron con el anticuerpo 
secundario diluido en la misma solución que el primario, durante una hora a temperatura 
ambiente. El anticuerpo utilizado está conjugado con una molécula fluorescente, la 
fluoresceína, Alexa 488 (1:200 Jackson ImmunoReserch, West Grove, PA; Cappel, 
Durham, NC; Molecular Probes). Finalmente, los cubres y portas se montaron con una 
solución de 4 diazabiciclo (2,2,2) octano (DABCO) al 2% en glicerol al 70% con 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) a 2 µg/ml (Vector Labs) con el fin de teñir los núcleos y 
mejorar así los recuentos celulares. Las muestras se analizaron en un microscopio de 
fluorescencia (Zeiss Axioskop).  
2.5.5.  Ensayos de movilidad electroforética (EMSA)  
Los ensayos retardo en gel de PPARγ se realizaron con extractos celulares, 
esencialmente como se ha descrito previamente (Lam y Watson, 1993) usando un 
oligonucleótido de doble hebra (5’-CAAAACTAGGTCAAAGGTCA-3’) obtenido de 
Santa Cruz. Los oligos se marcaron con [γ32P] ATP y la enzima Polinucleótido quinasa 
T4. Los extractos celulares (∼50 µg de proteína total), se incubaron con 0,5 ng del 
oligonucleótido marcado (50000 cpm) en un tampón de unión (10 mM Tris (pH 7,5), 50 
mM NaCl, 1mM Ditiotreitol, 1mM EDTA, 5% glicerol) y 1µg de poli dI-dC. Para los 
ensayos de competición se añadió un exceso de 100 veces de sonda sin marcar.  




Las muestras incubadas se corrieron en un gel no desnaturalizante del 5%  de 
poliacrilamida en una electroforesis a 150 voltios durante 90 minutos. El gel se secó en 
vacío y se analizó la cantidad de complejos ADN-proteína por densitometría, con un 
Phosphor Imager FLA-3000, y los programas Image Reader  FLA-3000 1.11 e Image 
Gauge 3.46 de Fujifilm. 
Los compuestos radiactivos fueron suministrados por Amersham Biosciences, 
(Buckinghamshire, Inglaterra). La mayoría de los reactivos fueron de la mayor pureza 
disponible, obtenidos de Sigma-Aldrich. 
2.5.     Determinación de la actividad del proteasoma. 
La actividad del proteasoma 26S se puede determinar evaluando la capacidad de 
los extractos celulares de degradar un compuesto fluorogénico llamado sucinil-Leu-Leu-
Val-Tyr7-amino-4-metilcumarina (Dick y cols., 1997). La actividad quimiotripsina 
peptidasa del proteasoma se determinó en extractos celulares obtenidos de individuios 
controles y pacientes con EA.  Para ello, se mezcló 10µg de proteína con 300µl de 
tampón recomendado para la reacción (20mM Hepes, 0,5 mM EDTA pH 8,0, 0,035% 
SDS), y 20 µM succinyl-Leu-Leu-Val-Try-7-amido-4-methylcoumarin (Calbiochem, 
Canada) la mezcla se incubó a 37ºC durante 90 min. La hidrolisis del sustrato se midió 
midiendo la liberación de  Try-7-amido-4-methylcoumarin usando fluorímetro de Perkin 
Elmer con un lector del microplacas, excitado a 370 nm y midiendo la emisión a 460 
nm. 
 3. Análisis estadístico. 
 
A menos que se especifique otra cosa, todos los datos representan la media ± error 
estándar. El análisis estadístico fue realizado con el programa Data Desk   4.0 para 
Macintosh. La significación estadística se estimó, cuando fue necesario, con el análisis 
de variación (ANOVA) para medidas repetidas y análisis “post hoc”, o por prueba t de 













































1. Establecimiento de líneas linfoblásticas 
1.1. Descripción de los individuos donantes de sangre 
Para este estudio se utilizaron 20 pacientes (15 mujeres y 5 varones) 
diagnosticados de probable Alzheimer de aparición tardía, según los criterios de 
NINCDS-ADRDA, que se describen en la tabla V,  y  4 pacientes (1 mujer y 3 varones) 
diagnosticados de demencia con cuerpos de Lewy (DCLw), según los criterios de  
diagnóstico de consenso que se describen en la tabla VI.  Como control se utilizó un 
grupo de 23 individuos sanos de edad comparable (13 mujeres y 10 varones) tanto en el 
caso de los EA como en el de los de  DCLw, sin ningún síntoma clínico de demencia. 
Las edades, sexo y otras características de los individuos controles y pacientes de EA y 
de DCLw se muestran en las tablas VII, VIII y IX respectivamente.  
El diagnóstico, selección y extracción de la sangre de los individuos controles no 
dementes y de los EA y de DCLw se llevó a cabo en el departamento de Neurología del 
Hospital Doce de Octubre de Madrid. En todos los casos las muestras de sangre fueron 
obtenidas tras el consentimiento informado por escrito de los pacientes o de sus 
familiares (se adjunta modelo). 
 
 
Consentimiento informado de cesión de muestra de sangre 
 
 Con la firma del presente documento, acepto que una muestra de mi sangre sea guardada en el banco de muestras de 
sangre y tejidos neurológicos del Hospital “12 de Octubre” de Madrid. Esta donación de mi sangre podrá ser utilizada ahora o en el 
futuro para la investigación médica (básica, clínica o epidemiológica) siguiendo la normativa del comité ético de dicho Hospital 
(acorde con la legislación española e internacional al respecto). Esta incluye la confidencialidad (anonimato) de los datos sobre mi 
muestra de sangre o tejido. 
 
 En el momento que desee puedo retirar tanto este consentimiento como mi muestra de sangre e, incluso, por mí mismo o 
por un representante designado por mí puedo conocer la situación de los estudios que se realicen con la muestra de mi sangre. 
 
 Si no manifestara mi deseo de conocer la investigación no seré informado de la misma a no ser que de ella se derive una 
utilidad clara para las enfermedades que yo padezca o mis familiares. 
 
 En Madrid, a  .......................   de  ......................................  de 20...... 
 
Nombre del donante:  ...................................................................................................................... 
 
 
Firma del donante     Firma de familiar o testigo 
      (Exigible en caso de deterioro cognitivo del donante) 
 


















CRITERIOS PARA DIAGNÓSTICOS DE EA 
 
 A.- CRITERIOS PARA EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE  POSIBLE EA: 
                                     
1. Demencia con variaciones en su inicio, en la presentación o en el curso              
clínico inusuales en la EA, pero para la que no hay explicación alternativa. 
2. En presencia de un trastorno secundario  sistémico o cerebral capaz de                  
producir demencia del enfermo. 
            3.  Cuando existe un déficit gradual progresivo de las funciones cognoscitivas. 
 
 
 B.-CRITERIOS PARA EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE PROBABLE EA: 
 
1.   Déficit cognoscitivo demostrado mediante examen clínico y documentado             
con tests y escalas validados.  
2.   Déficit en dos o más áreas cognoscitivas (memoria, juicio, cálculo, etc.). 
3.   Empeoramiento PROGRESIVO de la memoria y de otras funciones 
cognoscitivas.  
4.   Ausencia de trastornos de la conciencia (delirium). 
5    Inicio entre los 40 y 90 años. 
6.  Sin evidencia  de otras enfermedades cerebrales o sistémicas que pudiesen 
justificar el cuadro. 
                         
                  Apoyan el diagnóstico de EA probable: 
 
7.   Presencia de afasia, apraxia, agnosia. 
8. Alteración de patrones de conducta e incapacidad para realizar tareas                             
cotidianas 
9.   Historia familiar. 
          10. Exámenes complementarios: examen de LCR normal, enlentecimiento             
inespecífico o anormalidad en el EEG, y signos de atrofia cerebral progresiva en 
estudios seriados de TAC cerebral. 
 
 C.- CRITERIOS PARA EL DIAGNÓSTICO CLÍNICO DEFINITIVO EA: 
           
             1. Cumplir los criterios clínicos de EA probable.  
             2. Evidencias histopatológicas obtenidas por biopsia o necropsia. 
 
 







                    Tabla VI.- Criterios de diagnósticos de consenso para el diagnóstico de DCLw. 
 
CRITERIOS PARA DIAGNÓSTICO DE DCLw: 
 
I.- CARACTERÍSTICAS DIAGNÓSTICAS CENTRALES (Esencial para un 




1. La alteración de la memoria puede no ser evidente en las fases iniciales. 
2. En general destacan las alteraciones de la atención y de las funciones 
frontosubcorticales y visuospaciales. 
 
II.-  CARACTERÍSTICAS ESENCIALES (Dos o tres de los siguientes aspectos 
sirven para diagnosticar demencia con cuerpos de Lewy probable. Un aspecto 
permite diagnosticar demencia con cuerpos de Lewy posible): 
 
 
1. Fluctuaciones de las funciones cognitivas, con variaciones notables en el 
nivel de conciencia y grado de atención. 
2. Alucinaciones visuales recurrentes, bien estructuradas, que perciben con 
gran detalle. 
3. Signos motores espontáneos de parkinsonismo. 
4. Trastorno conductual del sueño REM. 
5. Disminución de transportadores de dopamina se estima una disminución 
cercana al 60% del contenido de dopamina en el estriado, demostrado por 
técnicas de neuroimagen con PET o SPECT. 
 
                   III.- CARACTERÍSTICAS QUE APOYAN EL DIAGNÓSTICO: 
 
1. Caídas repetidas 
2. Sincopes 
3. Pérdida de conciencia transitoria 
4. Hipersensibilidad a los neurolépticos. 
5. Alucinaciones no visuales. 
   
 
       IV.- CARACTERÍSTICAS DIAGNÓSTICAS DE EXCLUSIÓN: 
 
  
1. Enfermedad vascular cerebral, evidente a través de signos neurológicos 
focales o lesiones vasculares en pruebas de neuroimagen cerebral. 
2. Evidencia en la exploración física o en las pruebas complementarias de otra 
enfermedad neurológica o sistémica que pueda ser causa del cuadro clínico. 
 
 





           Tabla VII.- Líneas celulares de controles sanos seleccionados para los experimentos. 
 
Líneas Edad Sexo Diagnóstico Historial clínico 
C-10 78 V sano  
C-11 77 V sano  
C-12 73 V sano  
C-14 58 M sano  
C-18 67 M sano  
C-33 82 V sano enf. pulmonar 
C-34 88 M sano anemia 
C-36 79 M sano angor 
C-37 57 M sano broncoespasmos 
C-38 69 V sano enf. pulmonar 
C-40 89 V sano  
C-41 79 M sano fibrilación auricular 
C-42 82 M sano infarto 
C-43 46 M sano  
C-46 68 V sano  
C-47 80 V sano  
C-48 42 M sano  
C-49 81 M sano  
C-50 77 M sano  
C-51 86 V sano  
C-105 54 M sano  
C-107 58 V sano  






Tabla VIII.-Líneas celulares linfoblásticas de enfermos de EA seleccionadas para los experimentos. 
 






AZ 10 81 M 1 TARDÍA  
AZ 12 78 M 1 TARDÍA  
AZ 13 86 M 2 TARDÍA  
AZ 23 82 V 3 TARDÍA  
AZ 24 74 V 2 TARDÍA   
AZ 25 79 M 5 TARDÍA  
AZ 27 91 V 1 TARDÍA  
AZ 32 79 M 1 TARDÍA  
AZ 33 72 V 3 TARDÍA  
AZ 34 82 M 3 TARDÍA   
AZ 36 74 M 6 TARDÍA  
AZ 40 74 M 2 TARDÍA  
AZ 42 69 V 0 TARDÍA  
AZ 43 69 M 3 TARDÍA  
AZ 46 74 M 4 TARDÍA  
AZ 54 79 M 2 TARDÍA Hipertensión 
AZ 66 83 M 4 TARDÍA  
AZ 67 80 M 5 TARDÍA Hipertensión 
AZ 71 74 M 6 TARDÍA  






Tabla IX.-Líneas celulares linfoblásticas de enfermos de DCLw seleccionadas para los experimentos 
  
 
Líneas Edad Sexo Diagnóstico Historial clínico adicional 
DCLw100 79 V DCLw  
DCLw101 62 V DCLw  
DCLw102 58 V DCLw  
DCLw103 91 M DCLw  
 
2. Actividad proliferativa de linfoblastos de donantes controles y    
pacientes con EA. 
 
2.1. Efecto del suero sobre proliferación celular. 
Estas líneas celulares han sido utilizadas previamente en nuestro laboratorio y 
caracterizadas funcionalmente. Los linfoblastos de EA presentan alteraciones en la 
homeostasis de Ca2+ y de H+ (Ibarreta y cols., 1997, 1998), que se acompañan de una 
respuesta anómala a la presencia o ausencia de suero, observándose un aumento en la 
velocidad de  proliferación celular (Cuevas y cols., 2003) tras la estimulación con suero, 
o una mayor resistencia a la muerte celular inducida por la ausencia de factores tróficos 
(Cuevas y cols., 2005). 
El principal objetivo de esta tesis ha sido estudiar los mecanismos moleculares 
implicados en el control de la proliferación celular en respuesta al suero. Por esta razón, 
consideramos importante determinar la dependencia de la respuesta celular a la 
concentración de suero utilizado en este estudio (lote # 1094941 de Gibco SL). Los 













                      
































Figura 11.- Efecto del suero en la proliferación de individuos controles y de pacientes de EA. Dosis 
respuesta. Las células se sembraron en medio RPMI a una densidad inicial de 1.106.ml-1 en presencia de 
concentraciones crecientes de suero (FBS lote # 1094941 de Gibco). A las 72 horas se realizó un 
recuento de las células que excluyen azul de tripan en una cámara Neubauer. La gráfica muestra la 
proliferación de las células controles (símbolos huecos) y de enfermos de EA (símbolos sólidos).    Los 
valores son la media  ± error estándar de 5 experimentos. 
 
A partir de concentraciones de suero mayores del 1 % se observa una mayor 
respuesta proliferativa en las líneas celulares procedentes de pacientes con EA.  
 
 2.2. Estudios de las vías de señalización celular implicadas en la repuesta 
proliferativa al suero. 
 
La mayor respuesta proliferativa de las células derivadas de pacientes con EA 
podría ser causada por uno o más componentes del suero. Por ello, intentamos en primer 
lugar comparar la respuesta celular, de las líneas linfoblásticas controles y de EA, a una 
serie de potenciales candidatos, factores de crecimiento, interleuquinas, o el péptido  -










Tabla X.- Respuesta mitogénica de linfoblastos de individuos controles y de enfermos de 
Alzheimer. 
  
 Control EA 
Tratamiento Nº de células. 106. ml-1 
Ninguno  1,46±0,08 (13)  1,47±0,1 (13) 
IL-4 (50 ng/ml) 1,56±0,07 (6) 1,75±0,07 (6) 
IL-1β (10 ng/ml) 1,70±0,12  (6) 1,79±0,08 (6) 
Anti  IgM (2  g/ml) 1,57±0,17 (4) 1,50±0,03 (4) 
EGF (20 ng/ml) 1,53±0,16 (6) 1,62±0,13 (6) 
aFGF (20 ng/ml) 1,51±0,02 (5) 1,46±0,06 (5) 
bFGF (10 ng/ml) 1,61±0,20 (5) 1,72±0,11 (5) 
PAF (0,1  M) 1,39±0,09 (4) 1,41±0,26 (4) 
 -amiloide (1  M) 1,51±0,13(4) 1,65±0,03 (4) 
10% FBS 1,97±0,18 (10) 2,87±0,17 (10)+ 
 
Los linfoblastos procedentes de individuos controles y de pacientes con EA se incubaron en medio RPMI 
conteniendo 1% de suero a una densidad inicial de 1.106. ml-1 y se mantuvieron en cultivo durante tres 
días en presencia de las concentraciones indicadas de interleuquinas, factores de crecimiento, o el 
péptido  -amiloide (fragmento 25-35). La actividad proliferativa se determinó por recuento directo en 
cámara de Neubauer. Los resultados son la media ± error estándar del número de observaciones 
indicadas en paréntesis. *p<0,05. 
 
 Como puede observarse, solamente encontramos una respuesta exacerbada, de las 
células de EA,  a la presencia de 10% suero. En segundo lugar, estudiamos la influencia 
de la perturbación de las principales vías de señalización celular en la respuesta 
proliferativa de linfoblastos controles y de EA. Para este fin se utilizaron los siguientes 
inhibidores específicos: H-7, inhibidor de proteín quinasa C (PKC) (Kumahara y cols., 
1999); genisteína para inhibir tirosín quinasas (Um y cols., 2002); antagonistas de 
calmodulina como calmidazolium (CMZ) y W7 (Zeng y Tulsiani, 2003); PD9859, 





y cols., 1995) , así como toxina pertussis (PTX), para inhibir la señalización  a través de 
proteínas Gi/0 (Gunter y cols., 2000) y el ligando de PPARγ, 15d-PGJ2 (Forman y cols., 
1995). Los resultados aparecen recogidos en la TablaXI. 
 
Figura XI.- Influencia de la perturbación de distintas vías de señalización en la respuesta 
proliferativa de los linfoblastos de individuos controles y de enfermos de Alzheimer. 
 
 
 Control EA 
Tratamiento % de Inhibición 
PTX (0,2ng/ml) 31 ± 2  29 ± 3 
H-7 (25  M ) 15 ± 5  19 ± 5  
Genisteína (1 M) 
 
26 ± 2 
 
26 ± 2 
CMZ (1 M) 4 ± 2  26 ± 2* 
W-7 (1 M) 5 ± 3 29 ± 3* 
15d-PGJ2 (2,5  M) 4 ± 3 26 ± 2* 
PD 98059 (20  M) 2 ± 4 8 ± 5 
Ly 294002 (20  M) 35 ± 2,5 41 ± 5 
 
Los linfoblastos procedentes de individuos controles y de pacientes con EA se incubaron en medio RPMI 
conteniendo 10% de suero a una densidad inicial de 1.106. ml-1  al día cero, y se mantuvieron en cultivo 
durante tres días en presencia de las concentraciones indicadas de de los distintos inhibidores de 
proteínas quinasas o del ligando del receptor de PPAR . La actividad proliferativa se determinó por 
recuento directo en una cámara Neubauer. Los resultados son la media ± error estándar de, al menos 5 
experimentos diferentes.*p<0, 05. 
 
 
La inhibición de proliferación celular a los 3 días del tratamiento con H-7 o 
genisteína fue similar en células controles y de pacientes de EA. Asimismo la toxina 
pertussis produce aproximadamente un 30% de inhibición del crecimiento celular en 
ambos casos. Por tanto, y aunque parte de la estimulación inducida por el suero se deba 
a la activación de proteínas quinasas y a la estimulación de receptores acoplados a 





linfoblastos de pacientes de EA. Por el contrario, la perturbación de la vía de 
señalización dependiente de Ca2+/CaM mediante dos compuestos no relacionados 
estructuralmente, como son el CMZ y el W-7, produce únicamente la inhibición de la 
proliferación en linfoblastos de enfermos de EA, sin afectar a las células controles. 
Asimismo la activación de PPAR  inhibe selectivamente el incremento de proliferación, 
de las células de EA en relación a las células control. Estos resultados sugieren la 
implicación de estas rutas en la mayor activación de proliferación, inducida por el suero, 
en linfoblastos de pacientes de EA. 
 
2.3. Actividad proliferativa y metabólica de linfobastos de individuos 
control y pacientes con EA. 
 
La figura 12 muestra la cinética de crecimiento celular, en presencia de 10% de 
FBS, de cada una de las líneas celulares utilizadas. En la mayoría de los casos de 
pacientes con EA, se observa un aumento significativo desde las 24 horas, en la tasa de 
proliferación respecto a la de células de donantes controles. En la figura 13 se recoge 
los datos promedio de estos experimentos. 
 
             
































Figura 12.- Análisis pormenorizado de la velocidad de proliferación de cada una de las líneas 
linfoblásticas. Las células se sembraron en medio RPMI con 10% de suero a una densidad inicial de 
1.106.ml-1. A las 24, 48 y 72 horas de la siembra se tomaron alícuotas y se hizo un recuento en cámara 
Neubauer de las células que excluían azul trypan. Cada punto en la figura representa un individuo. La 
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Figura 13.- Actividad proliferativa de linfoblastos derivados de donantes controles y pacientes con 
EA. Las condiciones experimentales son las mismas que en la figura 12. 
 
La figura 14 muestra la tasa de utilización de glucosa y la de producción de 
lactato a medida que las células progresan a través del ciclo celular. No se observaron 
diferencias significativas en la tasa de utilización de glucosa  o en la de producción de 
lactato. Ahora bien, teniendo en cuenta el aumento de proliferación celular en los 
cultivos de pacientes de EA, estos resultados sugieren una disminución en el 
metabolismo de glucosa en las células de pacientes de EA. 
   

















































Figura 14.- Metabolismo celular en respuesta al suero en linfoblastos procedentes de individuos 
controles y EA. Los linfocitos procedentes de individuos controles y de  EA se sembraron a una densidad 
inicial de 1.106.ml-1 y se incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero. La concentración de glucosa y de 
lactato en el medio extracelular se determinó espectrofotométricamente según se describe en métodos. 





2.4. Actividad proliferativa de linfoblastos de individuos control y 
pacientes con DCLw. 
 
 
Con objeto de ver si el aumento de proliferación en respuesta al suero de 
linfoblastos con EA es privativo de la EA o común con otras enfermedades 
neurodegenerativas determinamos la cinética de crecimiento celular, en presencia de 
10% de FBS, de linfoblastos de individuos con DCLw con respecto a individuos 
controles de la misma edad, no observando cambios entre ambas líneas celulares como 
mostramos en la figura 15.    
 
         


































Figura 15.- Actividad proliferativa de linfoblastos derivados de donantes controles y pacientes con 
DCLw. Las células se sembraron en medio RPMI con 10% de suero a una densidad inicial de 1.106.ml-1. 
A las 24, 48 y 72 horas de la siembra se tomaron alícuotas y se hizo un recuento en cámara Neubauer de 
las células que excluían azul de trypan. Los resultados representan la media ± error estándar de 4 
experimentos independientes. 
 
2.5. Expresión de proteínas reguladoras del ciclo celular. 
Trabajos previos de muestro laboratorio, pusieron de manifiesto una perturbación 
en el tránsito entre las fases G1 y S del ciclo celular (Cuevas y cols, 2003; Muñoz y cols. 
2005) en linfoblastos de EA. En consonancia con estos trabajos, la figura 16 muestra 
cambios importantes en la expresión y fosforilación de la proteína de retinoblastoma 
(pRb) y de p130 en linfoblastos de pacientes de EA, en respuesta al suero. La función 
de estas proteínas es reprimir la activación de la familia de factores de transcripción 





a través del ciclo celular. Las formas hipo e hiperfosforilada de estas proteínas se 
distinguen por su movilidad electroforética y técnicas de inmunoblotting, utilizando 
anticuerpos específicos. Ambas proteínas son fosforiladas en repuesta al suero, si bien 
con una temporalidad diferente. La fosforilación de la pRb es transitoria, alcanzando el 
máximo a las 24 h de la administración del suero (figura 16). Por el contrario,  la 
fosforilación de p130 aumenta de forma progresiva a lo largo del tiempo. La 
comparación entre el grupo control y de pacientes con EA revela una mayor respuesta al 
suero en las líneas linfoblásticas derivadas de EA, aumentando tanto los niveles de 
expresión como la fosforilación de estas proteínas (figura 16). 
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Figura 16.- Determinación de los niveles de expresión y estado de fosforilación de las proteínas de 
la familia de Rb y del CDKI, p27,  en linfoblastos controles y con EA activados por suero. Las 
células se sembraron a una densidad inicial de 1·106· ml-1 en medio RPMI, y se privaron de suero durante 
24 h. Tras la estimulación con el 10% de suero, cada día se tomaron muestras del cultivo, las proteínas 
fueron separadas en geles desnaturalizantes, transferidas a una membrana e incubadas con un 
anticuerpo primario específico para cada proteína. Las proteínas inmunoreactivas fueron reveladas 
mediante una reacción de quimioluminiscencia. pp= forma fosforilada de la proteína correspondiente. 
 
La fosforilación de las proteínas de la familia de retinoblastoma es mediada por la 
actividad de los complejos ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), 
fundamentalmente ciclina D1/CDK4,6 y ciclina E/CDK2 (Chen y cols. 1999). La 
actividad de estos complejos es regulada negativamente por la presencia de proteínas 
inhibidoras (CDKIs). Resultados previos de nuestro laboratorio indicaron una 





(p27) (Cuevas y cols., 2003, Muñoz y cols., 2005).  En nuestras condiciones 
experimentales, también se observa una disminución en los niveles de esta proteína en 
las células de pacientes de EA (figura 16).  
Uno de los principales objetivos de esta tesis ha sido el estudio de los mecanismos 
moleculares implicados en la regulación anómala de la p27 en linfoblastos de pacientes 
de EA. 
En primer lugar, se determinaron los niveles de p27 en cada una de las líneas 
celulares. Los resultados aparecen recogidos en la figura 17 donde puede observarse 
cómo en la mayoría de los casos, las células de pacientes muestran un menor contenido 
de p27 que las células de donantes controles, a las 24 h de la estimulación con suero.  
 

















































Figura 17.- Análisis pormenorizado de los niveles de expresión de p27kip1en linfoblastos controles 
y de EA. Las células se sembraron como se indica en la figura 2. A las 24 horas de la siembra se tomaron 
alícuotas para la preparación de extractos celulares. Los niveles de p27 se determinaron mediante 
western blot. Se muestra un experimento representativo en el interior de la figura, y esta representa la 
cuantificación densitometría de los niveles de p27 en cada línea celular. A la derecha de los puntos 
correspondientes se muestra el valor promedio y el error estándar de la media  (* p<0,05). 
 
2.6. Estado del ciclo celular y niveles de p27 en CMSP y linfocitos B de 
individuos controles y pacientes con EA. 
 
Para comprobar que las diferencias observadas entre linfoblastos procedentes de 
EA y individuos controles no esta relacionado con el proceso de inmortalización de 
estas líneas celulares, estimulamos CMSP con un mitógeno específico de linfocitos B, 
PWM, durante tres días y realizamos análisis del ciclo celular y medimos los niveles de 





mayor proporción de células en las fases S y G2/M del ciclo celular que la observada en 
individuos controles, sugiriendo un incremento en la tasa de proliferación de estas 
células. Este efecto se asoció con una disminución en los niveles de p27 coincidiendo 
con lo observado en linfoblastos de EA. También observamos una disminución de los 
niveles de p27 en linfocitos B, aislados magnéticamente, de pacientes de EA tras la 
estimulación con PWM, como se muestra en la figura 18 B. Estos resultados justifican 
el uso de linfocitos inmortalizados para el estudio de aspectos moleculares y celulares 
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Figura 18.- Estado del ciclo celular y niveles de p27 en CMSP y linfocitos B de individuos controles 
y pacientes con EA. Panel A: Las CMPS de individuos controles y pacientes con EA se sembraron a una 
densidad inicial de 1.106 . ml-1 en medio RPMI con 10% suero y 5µg/ml de PWM. A las 72 h se tomaron 
alícuotas para determinar la distribución de células en fases S y G2/M del ciclo celular. Para ello, se midió 
por citometria de flujo la incorporación de IP por los núcleos como se describe en los Métodos. Se 
muestran los porcentajes de células en las fases S y G2/M del ciclo celular  obtenidos mediante análisis 
informático. Los resultados son la media ± error estándar de 3  experimentos. A la derecha del panel A se 
muestra un inmunoblot de p27 de extractos obtenidos a las 72 h de la estimulación con 5µg/ml de PWM. 
Panel B: Los linfocitos B aislados como se describe en los Métodos, procedentes de 2 individuos 
controles y 2 pacientes de EA, se sembraron a una densidad inicial de 1.106. ml-1 en medio RPMI con 
10% suero y se incubaron durante 24h con 5µg/ml de PWM. A las 24h se realizaron extractos totales para 





3.  Regulación del contenido celular de p27kip1. 
3.1.  Determinación de la vida media de p27 en linfoblastos controles y de EA. 
Para la determinación de la vida media de p27, se incubaron las células en 
presencia de cicloheximida, un inhibidor de la síntesis de novo de proteínas y se 
determinó por western blotting la desaparición de la proteína pre-existente, a lo largo 
del tiempo. Cómo puede observarse en la figura 19, los niveles de p27 descienden 
mucho más rápidamente que en las células controles. La vida media de p27 se estimó en 
22±1,3 h  y 12±0,4 h en células control y de EA respectivamente. 






































































Figura 19.- Vida media de p27 en células de individuos controles y pacientes con EA. Las células se 
sembraron a una densidad inicial de 1.106.ml-1 y se incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero. A las 
24 horas de la siembra se añadió  10µg/ml de cicloheximida. Tras la adición del inhibidor se recogieron 
muestras del cultivo a las 4, 8 y 24 h, con las que se determinó los niveles de p27 mediante western blot 
como se representa en el panel A. En el panel B, se  muestra los resultados del análisis densitométrico de 
la desaparición de p27 en función del tiempo en 4 experimentos independientes.  
La alteración en la velocidad de degradación de p27 que se observa en los 
linfoblastos de pacientes con EA, parece ser específica de p27, pues como se puede 
preciar en la figura 20, no se observó ningún cambio en la vida media de otra proteína 
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Figura 20.- Vida media de ciclina E en células de individuos controles y pacientes con EA. Las 
condiciones experimentales son las mismas que en la figura 8. Se muestra un experimento 
representativo. 
 
Trabajos previos de nuestro laboratorio (Cuevas y cols. 2003) habían demostrado 
que la administración de antagonistas de CaM, restaura los niveles de p27 hasta niveles 
similares a los de las células control e impide el aumento de proliferación, inducido por 
el suero (Tabla X).  La determinación de la vida media de p27 en células de EA en 
presencia de CMZ indica que esta droga actúa enlenteciendo la velocidad de proteolisis 
de p27 (figura 21). Estos resultados sugieren, además, la importancia de la vía de 
























































































































Figura 21.- Vida media de p27 en células de individuos controles y pacientes con EA. Las células se 
sembraron a una densidad inicial de 1.106.ml-1 y se incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero en 
presencia y en ausencia de 1 M CMZ. A las 24 horas de la siembra se añadió 10µg/ml de cicloheximida. 
Tras la adición del inhibidor se recogieron muestras del cultivo a las 4, 8 y 24 h, con las que se determinó 
los niveles de p27 mediante western blot como se representa en el panel A. En el panel B, se representan 






3.2. Papel de la vía ubiquitin-proteasoma en la degradación de p27 en 
linfocitos inmortalizados 
 
En la mayoría de los tipos celulares, la proteína p27 es degradada por la vía 
ubiquitin-proteasoma (Pagano y cols., 1995). La proteína p27 es fosforilada en Thr187 
fundamentalmente por la acción del complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). La 
fosforilación de este residuo se requiere para la unión de p27 a Skp2, una proteína de la 
familia F-box, que funciona como el componente receptor del complejo SCF-Ubiquitin 
ligasa (figura 22). Tras la unión de p27 a Skp2 se produce la ubiquitinización y 
degradación de la molécula   (Dick y cols., 1997), como aparece esquemáticamente 












Figura 22.- vía proleolítica ubiquitin-proteasoma. 
 
 
Para demostrar la posible participación de este sistema en linfocitos 
inmortalizados, se determinó en primer lugar, el efecto de un inhibidor específico de la 
actividad del proteasoma, el MG132, en los niveles de p27 y proliferación celular. 
Cómo puede observarse en la figura 23, la administración de MG132 produce un 










































































































Figura 23.- Efecto del tratamiento con el inhibidor del proteasoma MG132 en los niveles de p27kip1y 
en la proliferación celular de linfoblastos de EA. Los linfoblastos de individuos con EA se sembraron a 
una densidad inicial de 1.106 células.ml-1, y se cultivaron durante 24 h en medio RPMI con 10% suero, en 
presencia o ausencia de concentraciones crecientes de MG132. Panel A: efecto de las distintas 
concentraciones de MG132 sobre la proliferación celular y niveles de p27. Panel B: se muestra un 
experimento representativo de un inmoblotting a las 24h del tratamiento. Los valores muestran la media ± 




Por otra parte, el análisis comparativo de la degradación de p27, tras el 
tratamiento con CMZ, en presencia o en ausencia de MG132, también sugiere la 
participación de esta vía en la degradación de p27. Para los experimentos de la figura 
24, se incubaron linfoblastos de pacientes de EA con CMZ, durante 24 h, para 
incrementar los niveles de p27. Cuatro horas después de la retirada de CMZ, se observa 
una reducción progresiva de p27 (figura 24), que es impedida casi totalmente en 
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Figura 24.- Análisis comparativo de la degradación de p27, tras el tratamiento con CMZ, en 
presencia o en ausencia de MG132. Los linfoblastos de individuos con EA se sembraron a una densidad 
inicial de 1.106 células.ml-1, y se cultivaron durante 24 h en medio RPMI con 10% suero, en presencia o 
ausencia de 1µM CMZ. Posteriormente se retiro el CMZ del medio y las células se incubaron  en 
presencia y ausencia de 10 M MG132. A los tiempos indicados en la figura, se tomaron muestras de los 
cultivos para la detección de p27 por western blot. La figura muestra un experimento representativo. 
 
 
3.2.1. Actividad del proteasoma en linfoblastos controles y de EA. 
El proteasoma 26S es un complejo multiproteíco, que se encarga de la 
degradación temporalmente y de forma ordenada de un número importante de proteínas 
reguladoras de procesos clave para la homeostasis celular (King y cols., 1996; Naujokat 
y Hoffman, 2002). 
La actividad del proteasoma 26S se puede determinar evaluando la capacidad de 
los extractos celulares de degradar un compuesto fluorogénico llamado sucinil-Leu-
Leu-Val-Tyr 7-amino-4-metilcumarina (Dick y cols., 1997). Con este procedimiento, 
pudimos  observar una actividad, ligeramente mayor, en linfoblastos de pacientes con 
EA como se muestra en la figura 25, (panel A), si bien la diferencia no fue 
estadísticamente significativa.  
El proceso de degradación de proteínas en el proteasoma comienza con una 
modificación post-traduccional, que consiste en la ubiquitinización de la molécula, por 
la unión de ubiquitina a residuos de lisina  (Coux y cols., 1996). Este proceso está 





Por esta razón, consideramos de interés, evaluar si este proceso pudiera estar 
alterado en las células de pacientes de EA. Para ello, analizamos por ensayos de 
inmunoblotting, la acumulación de conjugados ubiquitin-proteínas, utilizando 
anticuerpos anti-ubiquitina. La figura 25, (panel B) muestra un experimento 
representativo. No se detectaron diferencias significativas en la acumulación de 
proteínas ubiquitinadas entre los dos tipos celulares, tanto en ausencia como en 
presencia del inhibidor del proteasoma MG132.   
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Figura 25.- Actividad del proteasoma en células de individuos controles y pacientes con EA. Los 
linfoblastos se sembraron a una densidad inicial de 1.106 .ml-1, y se cultivaron durante 48h en medio RPMI 
con 10% suero, en ausencia o presencia de 10µM MG132 como control positivo. A las 48h se tomaron 
muestras con las que se realizaron extractos para medir la actividad del proteasoma según  se describe 
en Métodos. Panel A: Los resultados son la media ± error estándar de determinaciones realizadas por 
triplicado en 6 experimentos diferentes. Panel B: Acumulación de proteínas ubiquitinadas. Las 
condiciones experimentales son idénticas a las del panel A. Se muestra un inmunoblot representativo 
revelado con anti-ubiquitina.  
 
 
  3.2.2. Relación entre fosforilación de p27 en Thr187 y niveles de p27    
en linfoblastos de donantes controles y de EA. 
 
Dado que la fosforilación de p27 en Thr 187 es un requisito imprescindible para el 
reconocimiento de la proteína por el complejo SCF del proteasoma, realizamos un 





linfoblastos controles y de EA. Puede observarse en la figura 26, la existencia de una 
relación inversa entre estado de fosforilación y contenido celular de p27. En las células 
de EA se produce un incremento en los niveles de p27 fosforilada, que se acompaña de 
un menor contenido de este CDKI respecto al encontrado en las células control. 
 
 


































































































Figura 26.- Relación entre el estado de fosforilación y niveles de expresión de p27kip1 en 
linfoblastos de donantes controles y pacientes con EA. Los linfoblastos se sembraron a una densidad 
inicial de 1.106 .ml-1, y se cultivaron durante 24h en medio RPMI con 10% suero. Se representan western 
blots de p27kip1, Thr187p27kip1 y β-actina (panel A). En el panel B se muestra el análisis densitométrico. Los 
resultados son la media ± error estándar de 8 observaciones realizadas con diferentes líneas celulares. 
 
 
La fosforilación  de p27 en Thr187 ocurre principalmente mediante la 
participación del complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). La figura 27 muestra un 
aumento significativo de la actividad del complejo ciclina E/CDK2 en las células de 
pacientes de EA en consonancia con la mayor fosforilación de las proteínas de la 
familia del retinoblastoma en linfoblastos de EA (figura 16). Sin embargo, los niveles 
de expresión de ciclina E y CDK2 fueron similares tanto en linfoblastos controles como 


















































Figura 27.- Actividad quinasa del complejo ciclina E /CDK2 en  linfoblastos de donantes controles 
y pacientes con EA. Los linfoblastos se sembraron a una densidad inicial de 1.106 .ml-1, y se cultivaron 
durante 24h en medio RPMI con 10% suero. Se prepararon  extractos para ser  inmunoprecipitados 
usando anti-ciclina E y la actividad quinasa se medió utilizando histona H1 como sustrato. La histona H1 
fosforilada se visualizó mediante autoradiografia. Los niveles de histona H1 se determinaron tiñendo el gel 
con Comassie. Se muestra un experimento representativo, debajo del cuál esta representado el análisis 
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Figura 28.- Expresión de ciclina E y CDK2 en linfoblastos controles y de EA activados por suero. 
Las células se sembraron a una densidad inicial de 1 · 106 células · ml-1 y se privaron de suero durante 24 
h. Tras la estimulación con el 10% de suero, cada día, se tomaron muestras del cultivo, se aislaron las 
proteínas celulares, y se analizaron por western blot.  
3.4. Localización celular de p27 en linfoblastos de donantes controles y de 
EA. 
Otro factor que interviene en  la regulación de la actividad de p27 es su 
localización celular. La presencia de p27 en el núcleo permite que pueda ejercer su 
función inhibitoria del ciclo celular impidiendo la activación del complejo ciclina 





transporte núcleo citoplasmático de proteínas implicadas en proliferación y 
supervivencia (Lee y cols., 2006), nos llevó a considerar la posibilidad de que hubiera 
cambios en la distribución subcelular de p27 entre las células controles y de EA que 
pudieran dar cuenta de las diferencias en la actividad proliferativa. Para estos 
experimentos, los linfoblastos controles y de EA se inmunotiñeron  con anticuerpo anti-
p27 y se tiñeron los núcleos con DAPI. La figura 29 muestra un experimento 
representativo en el que se aprecia una mayor presencia de p27 en el núcleo de células 
controles que en el de células de EA. 







Figura 29.- Localización celular de p27 en linfoblastos de donantes controles y de EA. Los 
linfoblastos de individuos controles y pacientes con EA se sembraron a una densidad inicial de 1.106 .ml-1, 
y se cultivaron en medio RPMI con 10% suero. A las 24h se fijaron y se realizo la inmunotinción como se 
describe en métodos. Las células fueron visualizadas en microscopio de fluorescencia. Se muestra un 
experimento representativo.  Escala: 75 µm  
 
3.4. Estudio de las principales vías implicadas en el control de la 
fosforilación de p27. 
Con objeto de determinar que proteínas quinasas son importantes para la 
fosforilación/degradación de p27 en linfocitos inmortalizados y cual de ellas podría 
estar alterada en linfoblastos de pacientes de EA, utilizamos inhibidores selectivos de 
las principales quinasas involucradas en el control de proliferación/supervivencia 
celular. 
La figura 30 resume los efectos de Ly 204002, inhibidor de PI3-K/Akt y del PD 





de pacientes con EA. La inhibición de PI3-K pero no la de ERK1/2, produjo una 
disminución de la proliferación, inducida por el suero, a la vez que se observa un 
aumento significativo en los niveles de p27. Estos resultados sugieren la participación 
de la vía de señalización PI3-K/Akt regulando la degradación de p27 y la proliferación 
celular. 
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Figura 30.- Efecto de la PI3K/Akt o ERK1/2 sobre el aumento en la proliferación celular en 
respuesta al suero y sobre el contenido de p27kip1  en linfoblastos de pacientes con EA. Las células 
se sembraron a una densidad inicial de 1 · 106 células · ml-1, se privaron de suero y se preincubaron 
durante 30 min  en presencia de 20µM Ly 294002 o de 20µM PD 98059, transcurrido este periodo se 
estimularon con 10% suero. Tras 24h de la estimulación con el 10% de suero, se prepararon extractos 
celulares, las proteínas fueron separadas en geles desnaturalizantes, transferidas a una membrana e 
incubadas con un anticuerpo primario específico para cada proteína. Se muestran inmunoblots 
representativos y los resultados de la proliferación que son la media ± error estándar de 3 experimentos 
independientes. 
3.4.1.  Implicación de PI3-K en el control de la degradación de p27 
La posibilidad de que las células de pacientes con EA  presenten una actividad 
mayor de PI3-K se estudió valorando, en primer lugar,  la activación de Akt. PI3-K 





activación mediante su fosforilación en los residuos de Ser 473 y Thr 308 (Stokoe y cols 
1997). La figura 31 muestra un aumento en la fosforilación de Akt en Ser473 tras la 
estimulación por suero, que persiste durante al menos una hora. En la figura 32 
observamos que las células procedentes de pacientes con EA muestran  un aumento de 
la activación de Akt inducida por el suero respecto a los linfoblastos control. 
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Figura 31.- Activación por suero de la vía PI3K/Akt en linfoblastos. Se sembraron los linfoblastos a 
una densidad inicial de 1·106· ml-1 en RPMI. Tras 24h sin suero, se estimularon con 10% de suero y 
tomaron alícuotas a los 15 y 60 min. Se representan western blots de fosfo-Akt (serina473) y Akt total. 
 




























































Figura 32.- Activación  de la vía PI3K/Akt en linfoblastos de individuos controles y pacientes con 
EA. Se sembraron los linfoblastos de individuos controles y pacientes con EA a una densidad inicial de 
1·106· ml-1 en RPMI. Tras 24h sin suero, se estimularon con 10% de suero y tomaron alícuotas a los 15  
min. Se representan western blots de fosfo-Akt (serina473) y Akt total tras la estimulación con 10% de 
suero durante 15 min en individuos controles y pacientes con EA (panel A). En el panel B  se muestra el 
análisis densitométrico. Los resultados son  la media ± error estándar de 8 experimentos independientes 






Por otra parte, se valoró la cinética de los cambios que produce la inhibición de 
PI3-K/Akt por Ly 204002, en el estado de fosforilación de p27 y en el acúmulo de p27. 









Figura 33.-Cinética de los cambios que produce la inhibición de PI3-K/Akt por Ly 294002, en el 
estado de fosforilación y acumulo de p27kip1. Los linfloblastos de pacientes de EA se sembraron a una 
densidad inicial de 1·106· ml-1  en RPMI con 10% de suero en presencia de 20µM Ly 294002. A los 
tiempos indicados en la figura se tomaron alícuotas de los cultivos para el análisis por western blot. La 
figura muestra un experimento representativo. 
 
3.5.  Papel de Ca2+/CaM en el control de la degradación de p27 mediada  por 
PI3-K/Akt. 
Como ya se había mencionado, trabajos previos de nuestro laboratorio  
demostraron que la mayor respuesta proliferativa de linfoblastos  de EA respecto a la de 
donantes controles depende de Ca2+/CaM (Urcelay y cols. 2001). La adición de 
antagonistas de CaM inhibe proliferación de linfoblastos de EA aumentando los niveles 
celulares de p27 (Cuevas y cols. 2003). 
Dado que se ha descrito la activación de PI3-K/Akt por Ca2+/CaM (Pérez-García y 
cols., 2004; Cheng y cols., 2003), creímos de interés estudiar el papel de Ca2+/CaM en 
la regulación de p27 inducida por PI3-K/Akt. Con este fin, determinamos la actividad 
de PI3-K/Akt, estado de fosforilación de p27 en Thr 187 y contenido celular de p27 en 
presencia del antagonista de CaM, calmidazolium (CMZ). La figura 34 muestra que la 
administración de CMZ produce una inhibición de la fosforilación de Akt, que se 
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Figura 34.- Efecto del tratamiento con CMZ sobre la activación de Akt y la expresión y fosforilación 
de p27 en linfoblastos de individuos controles y enfermos de EA. Panel A: Los linfoblastos de 
individuos controles y pacientes de EA se sembraron a una densidad inicial 1.106.ml-1 en RPMI sin suero 
durante 24 h. Tras 30 min de incubación en presencia o ausencia de 1µM de CMZ, las células fueron 
estimuladas con 10% FBS durante 30 min. Los niveles de fosfo Akt (Ser473) y Akt total se determinaron 
por western blot. A la derecha se muestra el análisis densitométrico. Los resultados son  la media ± error 
estándar de 6 experimentos independientes. Panel B: Los linfoblastos de individuos controles y de 
pacientes de EA se incubaron durante 24 h en medio RPMI conteniendo 10% de FBS  en ausencia o en 
presencia de 1µM de CMZ. Se muestran western blots representativos de 5 experimentos y a la derecha 
el análisis densitométrico de los resultados. *p<0,05 respecto al control, **p<0,05 respecto a las células de 





Con objeto de comprobar la especificidad de la inhibición de  Ca2+/CaM  por el 
CMZ, analizamos el efecto de otro antagonista de CaM no relaciona estructuralmente 
con el CMZ, como es el W13, sobre la fosforilación de Akt. Estos resultados se recogen 
en la figura 35. 
La adición de los distintos antagonistas de CaM a las células control no produjo 
ningún efecto en los niveles de fosforilación de Akt. Por el contrario, la mayor 
activación de Akt característica de células de pacientes con EA, disminuye en presencia 
de W13, pero no en presencia de W12, un análogo no activo (figura 35).  
 
       
Ser413pAkt
Akt
Vehículo + + ++ + + ++
W12 + - -- + - --
W13 - + -- - + --
CMZ - - +- - - +-  
     
Figura 35.- Efecto del tratamiento con compuestos anti CaM sobre la activación de Akt en 
linfoblastos de individuos controles y enfermos. Los linfoblastos se sembraron a una concentración de 
1.106.ml-1, en medio RPMI sin suero, durante 24 h. Media hora antes de la adición de 10% suero fueron 
preincubados en ausencia o presencia de 10 (M W12, 10 (M W13 o 1 (M CMZ. A las 24 h de 
la estimulación se tomaron alícuotas para la determinación por western blot de fosfo 
Akt (Ser473)  y Akt total. La figura muestra un experimento representativo.  
 
Estos resultados sugieren la participación de la ruta Ca2+/CaM modulando los 
efectos de la activación de PI3-K/Akt en el control de la fosforilación y degradación de 
p27. Esta idea se apoya también en el hecho de que los antagonistas de CaM no 
afectaron a la actividad global del proteasoma de células de EA y a la acumulación de 
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Figura 36.- Efecto de antagonistas de CaM  en la actividad global del proteasoma de células de EA. 
Los linfoblastos se sembraron a una densidad inicial de 1.106 .ml-1, y se cultivaron durante 48h en medio 
RPMI con 10% suero, en ausencia o presencia de 1µM CMZ y 1µM  MG132 como control positivo. A las 
48h se tomaron muestras con las que se realizaron extractos para medir la actividad del proteasoma 
según se describe en Métodos. Panel A: Los resultados representan  la media ± error estándar de 6 
experimentos distintos. Panel B: se muestra un inmunoblot representativo, revelado con un anticuerpo 
anti-ubiquitina.  
3.6.   Efecto de la inhibición de CaM quinasa II y calcineurina en la  
fosforilación de Akt y contenido celular de p27. 
La figura 37 muestra que la inhibición de calcineurina por ciclosporina (Liu y 
cols., 1991) o la inhibición de CaM quinasa II por KN62 (Tokumitsu y cols., 1990) no 
tuvo ningún efecto sobre la fosforilación de Akt ni afectó a los niveles celulares de p27, 
lo que descarta que los efectos de CaM sean mediados por estas proteínas. 
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Figura 37.- Efecto de la inhibición de CaMKII o calcineurina en la activación de Akt y contenido 
celular de p27. Los linfoblastos  de pacientes con EA  fueron preincubados durante 30 min en presencia 
de 1µM CMZ, 1µM KN62 o 2µg/ml de ciclosporina A, luego fueron estimulados con 10% suero. A  las 24 h  
se recogieron los extractos para la determinación de los niveles de fosfo Akt (Ser473), Akt total y p27kip1 





4.    Papel de la activación de PPAR  en la respuesta proliferativa de 
linfoblastos controles y de EA. 
Este apartado describe una serie de experimentos encaminados a elucidar la 
influencia de la activación de PPAR  en la estimulación de la respuesta proliferativa de 
linfoblastos de pacientes de EA. PPAR  pertenece a la superfamilia de receptores 
nucleares, puede formar heterodímeros con el receptor de retinoide y regular la 
transcripción de genes pro-inflamatorios y otros relevantes para el control de la 
supervivencia celular. El objetivo de estos experimentos vienen justificados por las 
observaciones que indican un aumento de expresión de PPAR  en cerebros de pacientes 
de EA, lo que sugiere que puede jugar un papel relevante en la respuesta 
neuroinflamatoria (Kitamura y cols., 1999). Por otra parte algunos estudios 
epidemiológicos han puesto de manifiesto que el tratamiento prolongado con 
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) puede prevenir o retrasar el desarrollo de la 
EA (Breitner, 1996; in’t Veld y cols., 2001; Stewart y cols.,1997), los AINEs y las 
prostaglandinas de la serie J2 son ligandos del PPAR  (Jiang y cols., 1998; Ricote y 
cols., 1998). Basándonos en los efectos antiproliferativos y proapoptóticos de la 
activación de PPAR  en algunos tipos celulares, nos pareció interesante considerar la 
posibilidad de que la acción, aparentemente, neuroprotectora de los ligandos de PPAR  
estuviese mediada por la inhibición del ciclo celular.       
4.1. Expresión y activación de PPAR  
La figura 38 muestra que los linfoblastos de individuos controles y de EA  
expresan niveles similares de PPAR  en presencia o en ausencia del ligando natural 
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Figura 38.- Niveles de expresión de PPARγ en linfoblastos de individuos controles y pacientes de 
Alzheimer. 
Los linfoblastos procedentes de individuos controles y EA se sembraron a una densidad inicial de 1. 
106células. ml-1 en medio RPMI con 10% de suero, en presencia y ausencia 2,5µM de 15d-PGJ2. A las 
48horas se prepararon los extractos celulares, y se analizaron por Western Blot. Los valores de la 
expresión de PPARγ representados son la media ±SE de cuatro experimentos distintos realizados con 
individuos diferentes. 
 
Para determinar  si la adicción de 15d-PGJ2 era capaz de activar a PPAR , 
analizamos por ensayos de retardo en gel (EMSA) la capacidad de PPAR  de unirse a 
oligonucleotidos que contienen secuencias específicas tal, y como se describe en 
Métodos. La figura 39 muestra que aumenta la capacidad de PPAR  de unirse al ADN 
en presencia del ligando15d-PGJ2 tanto en células controles como en linfoblastos de 
EA. La especificidad de unión al ADN fue confirmada por ensayos de competición en 



























Figura 39.-  PPARγ es activado tras el tratamiento con 15d-PGJ2 en los de linfoblastos tanto de 
individuos controles como en los de EA. Los linfoblastos procedentes de individuos controles y EA se 
sembraron a una densidad inicial de 1. 106 células. ml-1  en medio RPMI con 10% de suero, en presencia 
y ausencia 2,5µM de 15d-PGJ2. A las 24 horas se prepararon los extractos celulares, y se analizaron por 
EMSA. La especificidad de la unión PPARγ-ADN se determinó con un exceso de sonda sin marcar y con 




4.2. Efecto de 15d-PGJ2 sobre la proliferación celular. Dosis respuesta 
Para analizar los efectos de la 15d-PGJ2 sobre la actividad proliferativa en 
respuesta al suero de linfoblastos controles y de pacientes con EA, realizamos 
experimentos de dosis respuesta a lo largo del tiempo en estas células. En la figura 40 
mostramos que la tasa proliferativa de linfoblastos de EA fue significativamente mayor 
que la de células controles de acuerdo con trabajos previos de nuestro laboratorio 
(Cuevas y cols., 2003; Urcelay y cols., 2001). También vimos que las células tratadas 
con 15d-PGJ2  mostraban una inhibición significativa del crecimiento celular tanto en 
linfoblastos de controles como de EA de una manera dependiente de la dosis. 
Curiosamente la susceptibilidad de las células a la acción inhibitoria de la droga,  fue 
diferente en pacientes con EA respecto a los controles, ya que mientras que el  
















1µM, fue preciso aumentar la dosis de la droga cinco veces para observar inhibición en 
células controles. A dosis de 5 o de 10 µM de la 15d-PGJ2 no hay crecimiento celular y 
se observa una disminución del número inicial de células en los cultivos tanto de 

















































Figura 40.-  Efectos de concentraciones crecientes de 15d-PGJ2 sobre la proliferación en 
linfoblastos de individuos controles y con EA. Los linfoblastos procedentes de individuos controles y 
EA se sembraron a una densidad inicial de 1. 106células. ml-1  en medio RPMI con 10% de suero, en 
presencia de concentraciones crecientes de 15d-PGJ2 durante tres días. Cada día del experimento se 
tomaron muestras para el ensayo de proliferación. Los valores muestran la media ± el error estándar de 
cuatro experimentos independientes tomados de líneas celulares de distintos individuos. Cuando las 





El análisis del estado ciclo celular, por citometría de flujo, reveló que la aparición 
de células hipodiploides, en la fase sub G0/G1, características de apoptosis /necrosis, 
ocurría sólo a altas concentraciones de 15d-PGJ2 tanto en células controles como en 
linfoblastos de pacientes con EA. Sin embargo a dosis bajas de 15d-PGJ2 (1 o 2,5 µM) 
no se observaron evidencias de apoptosis ni de citotoxicidad como podemos observar en 




































Figura 41-  Efectos de concentraciones crecientes de 15d-PGJ2 en la distribución del ciclo celular 
de linfoblastos de controles y de EA. Las condiciones experimentales son idénticas a las descritas en la 
leyenda de la figura 28. Después de las 48 horas de la estimulación con suero, las células fueron lavadas, 
fijadas y analizadas por citometría de flujo como se describe en Métodos. Se muestra el porcentaje de 
células hipodiploides en fase sub G0/G1. 
 
Estos resultados sugirieron que la inhibición, mediada por  dosis bajas 15d-PGJ2, 

































inhibición de la proliferación celular, más que a un efecto apoptótico o citotóxico. 
  
Estas observaciones están apoyadas también por experimentos en los que 
utilizamos como marcadores de apoptosis y necrosis Anexina V acoplada a fluoresceína 
(FICT) y el IP, respectivamente. La figura 42 muestra un experimento representativo 
donde el tratamiento de linfoblastos de pacientes de EA con 2,5 µM  de 15d-PGJ2 
durante 48 horas no produjo cambios significativos en la fracción de células apoptóticas 
o necróticas manteniendo además un 80% de células viables. Como control positivo de 
apoptosis y de necrosis celular, se incubaron los linfoblastos con 1 µM estaurosporina 














Figura 42-  El tratamiento de linfoblastos de pacientes de EA con dosis bajas de 15d-PGJ2 no 
induce ni apoptosis ni necrosis. Se analizó la exposición de fosfatidilserina al medio extracelular y la 
exclusión de IP tras el tratamiento con Anexina V- fluoresceína e IP. En la parte positiva para el IP (eje x) 
las células necróticas. Las células viables aparecen negativas para ambas fluorescencias (panel A). El 
control positivo de apoptosis y necrosis se realizó incubando los linfoblastos en presencia de 
estaurosporina 1µM (panel B). En los paneles C y D se muestra un experimento representativo del 
análisis de linfoblastos de pacientes con EA incubados en ausencia o presencia de  2,5 µM  de 15d-PGJ2 






En  los siguientes experimentos elegimos la concentración de 2,5 µM de 15d-PGJ2 
ya que fue la concentración en la que observamos máximas diferencias en las células de 
EA, sin afectar a la proliferación de células controles como se muestra en la figura 41. 
El efecto inhibitorio de 15d-PGJ2 vimos que era dependiente del tiempo produciendo un 
decremento del 30-40% en el total del número de células en cultivos de EA después de 
















Figura 43.-  Efectos de 15d-PGJ2 en la actividad proliferativa mediada por el suero de linfoblastos 
controles y de EA. Los linfoblastos procedentes de individuos controles y EA se sembraron a una 
densidad inicial de 1. 106células. ml-1  en medio RPMI con 10% de suero en ausencia o presencia de 2,5 
 M de15d-PGJ2. Cada día del experimento se tomaron muestras para el recuento del número de células. 
El porcentaje de crecimiento celular esta referido en tanto por ciento de células no tratadas, considerado 
este último como el 100%. Los valores muestran la media ± el error estándar de seis a ocho experimentos 





La figura 44 muestra que el efecto antiproliferativo de  15d-PGJ2 es reversible. 
Para estos experimentos, se incubaron linfoblastos de pacientes de EA durante 24 horas 
en ausencia o en presencia de 15d-PGJ2. Pasado este tiempo, se retiró la droga y se 
mantuvieron los cultivos celulares durante 72 horas. Como control positivo, se 
incubaron linfoblastos de EA en presencia de 15d-PGJ2 desde el momento de la 










































siembra. Puede observarse en la figura 44 que tras la retirada de la 15d-PGJ2 se restaura 







































Figura 44.- El efecto de la 15d-PGJ2 inhibiendo la respuesta proliferativa al suero de linfoblastos de 
EA es reversible. Los linfoblastos procedentes de individuos con EA se sembraron a una densidad inicial 
de 1. 106 células. ml-1  en medio RPMI con 10% de suero en ausencia o presencia de 2,5  M de15d-PGJ2  
durante 72 horas. A las 24 h se cambio el medio para retirar la droga y se hizo un recuento del número de 
células cada día. Los valores muestran la media ± el error estándar de seis experimentos independientes 
tomados de líneas celulares de distintos individuos. 
 
La acción antiproliferativa de 15d-PGJ2 no parece estar mediada por PPAR . Para 
investigar el posible papel de PPAR  en la acción antiproliferativa de 15d-PGJ2 
estudiamos en primer lugar el efecto 15d-PGJ2 en el crecimiento de linfoblastos de EA 
tras la estimulación con suero en presencia y en ausencia de dos antagonistas 
específicos de PPAR  como son el GW9662 y T0070907 (Leesnitzer y cols., 2002; Lee 
y cols., 2002). Como se puede observar en la figura 45 estos antagonistas no son 
capaces de de prevenir el efecto de la 15d-PGJ2 en la proliferación. Por otra parte,  
analizamos la influencia de otros ligandos del PPAR , como las tiazolidinedionas 
(rosiglitazona) (Willson y Wahli, 1997)  o los AINES (Indometacina) (Lehmaann y 
cols., 1997) y ninguno de estos compuestos mimetizó el efecto inhibitorio en la 
proliferación de la 15d-PGJ2 en los linfoblastos de EA (figura 45). Se sabe que  los 





transcripción (Kliewer y cols., 1992), sin embargo, el cotratamiento de las células con 
15d-PGJ2 y ácido 9-cis-retinoico no cambió la inhibición producida por la 15d-PGJ2 en 
la proliferación de linfoblastos de EA como se muestra en la figura 45. Todos estos 
resultados indican que la inhibición del crecimiento celular por 15d-PGJ2 no es 















Figura 45-  Efectos de diferentes ligandos del PPAR  y del ácido 9-cis-retinoico  en la proliferación 
de linfoblastos de EA. Los linfoblastos  de pacientes controles y de enfermos se incubaron en placas de 
96 pocillos a una densidad inicial de 1.106 células. ml-1 por triplicado con 10µM de GW9662, 10µM de 
T0070907o 2µM de ácido 9-cis-retinoico en presencia o en ausencia de 2,5 µM de 15d-PGJ2, 10µM de 
rosiglitazona y 10µM de indometacina, durante 24 horas. El estudio de proliferación celular se llevo a cabo 
mediante Cyquant. Los valores muestran la media ± el error estándar de cuatro experimentos 
independientes realizados con líneas celulares de distintos individuos.*p<0.01, con respecto a la actividad 
basal. 
 
4.2.1. Efecto de la 15d-PGJ2  sobre el ciclo celular. 
En trabajos previos de nuestro laboratorio, el análisis del ciclo celular de 
linfoblastos de individuos controles y de pacientes con EA (Cuevas y cols., 2003) 






















Vehículo + + + + + + ++ + +
GW9662 + - - +- - - - --
T0070907 - + - -- - - - -+
15d-PGJ2 - - + +- - - - ++
Rosiglitazona - - - -- + - - --
Indometacina - - - -- - + - --

























células de pacientes con EA. Por esta razón, tratamos de averiguar si la 15d-PGJ2 actúa 
en este punto.  
El análisis de la distribución de células en las distintas fases del ciclo celular, por 
citometría de flujo, mostró que la adición de 15d-PGJ2 no afectaba al perfil del ciclo 
celular en los linfoblastos de individuos controles. Sin embargo, aumentó el porcentaje 
de células en la fase G0/G1 y disminuyó el de células en fase S/G2M en linfoblastos de 




Sub G0/G1 (%) 7 9G0/G1            (%) 63 63
S/G2M       (%) 30 28
Sub G0/G1 (%) 3 9G0/G1            (%) 55 64





Figura 46.-  Efectos de la 15d-PGJ2 en la distribución del ciclo celular en linfoblastos de controles y 
EA. Se sembraron las células a una densidad inicial de 1.106.ml-1 en medio RPMI sin suero, 48 horas 
después de la activación con 10% suero, las células se recogieron y fueron lavadas, fijadas y analizadas 
por citometría de flujo como se describe en los Métodos. Se muestra el porcentaje de células 
hipodiploides en fase sub G0/G1, como también el de células en fase G0/G1 y S/G2M. 
 
A continuación medimos los efectos de la 15d-PGJ2 a diferentes tiempos tras la 





efectiva si se añadía doce horas después de la activación por el suero. Este periodo de 
tiempo está dentro del  estimado para la fase G1 en linfoblastos de EA (Cuevas y cols., 
2003)  sugiriendo que la actuación 15d-PGJ2 ocurre durante la fase G1 del ciclo celular. 
 


















































Figura 47.-  Efecto de la adición de 15d-PGJ2 a distintos tiempos en el aumento de proliferación de 
linfoblastos de EA. Los linfoblastos de pacientes con EA fueron privados de suero durante 24 h, 
sembrados a una densidad inicial de 1.106 células. ml-1 y activados añadiendo un 10% de suero. La 15d-
PGJ2 se añadió a los tiempos indicados en la figura tras la activación celular. A las 72 h se recogieron las 
células y se realizó el recuento de las células viables en cámara Neubauer por exclusión de azul de tripan. 
Los valores representados son la media ± el error estándar de seis experimentos independientes.*p<0.05. 
 
 
4.2.2. Efectos de la 15d-PGJ2 en la expresión y el estado de 
fosforilación de proteínas reguladoras del ciclo celular. 
La figura 48 muestra el efecto de la 15d-PGJ2  sobre los niveles de expresión y 
fosforilación de pRb, así como los niveles de p27 a lo largo del tiempo. Puede 
observarse que, de acuerdo con observaciones previas (Cuevas y cols., 2003),  tanto en 
linfoblastos controles como en pacientes con EA, hubo un  aumento transitorio de pRb, 
que alcanzó niveles máximos a las 24 h. La comparación entre estos dos grupos reveló 
una mayor respuesta al suero en los linfoblastos de EA, en el contenido celular y 
fosforilación de pRb de acuerdo con los trabajos previos de nuestro laboratorio (Cuevas 





con EA era menor que en las controles. El tratamiento con 15d-PGJ2 no tuvo ningún 
efecto sobre la expresión y el estado de fosforilación de pRb ni sobre los niveles de p27 
en células controles. Sin embargo, la droga inhibió parcialmente la fosforilación de pRb 
en linfoblastos de pacientes con EA como muestra la disminución del contenido de la 
forma hiperfosforilada de pRb (ppRb) y el aumento de la forma no fosforilada. 




































































Figura 48. -  Efecto de la 15d-PGJ2 en los niveles de pRb y p27kip1 en linfoblastos controles y de EA. 
Los linfoblastos de individuos controles y de pacientes con EA se cultivaron en medio RPMI con 10% de 
suero en presencia o ausencia de 15d-PGJ2 a 2,5 M durante 72 horas. Tras la siembra se recogieron 
muestras a las 24, 48 y a las 72 h, para realizar extractos celulares, con los que se realizaron western 
blots de pRb y p27kip1 (panel A). En el panel B se muestra el análisis densitométrico de p27kip1. Los 






4.3. Regulación de los niveles de p27 por 15d-PGJ2 
Para elucidar el efecto de la 15d-PGJ2 sobre el contenido celular de p27, 
analizamos, en primer lugar, el efecto de esta droga sobre la vida media de p27. Los 
resultados obtenidos aparecen recogidos en la figura 49. Puede observarse que la 
presencia de 15d-PGJ2 produjo un aumento en la vida media de esta proteína en las 










































































Figura 49.- Vida media de p27 en células de individuos controles y pacientes con EA. Las células se 
sembraron a una densidad inicial de 1.106.ml-1 y se incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero en 
presencia y en ausencia de 2,5 M 15d-PGJ2. A las 24 horas de la siembra se añadió 10µg/ml de 
cicloheximida. Tras la adición del inhibidor se recogieron muestras del cultivo a las 4, 8 y 24 h, con las que 
se determinó los niveles de p27 mediante western blot como se representa en el panel A. En el panel B, 
se representa el análisis densitométrico de la velocidad de degradación de p27. Los resultados 
representan la media ± error estándar de 4 experimentos independientes. 
 
 
Como era de esperar, la retirada de 15d-PGJ2 del medio de incubación produjo 
una disminución progresiva en los niveles de p27 (figura 50). La figura 50 muestra 





MG132. Estos resultados indican que la 15d-PGJ2 actúa modulando, de alguna manera, 
la degradación de p27 en el proteasoma.  
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Figura 50.- Análisis comparativo de la degradación de p27, tras el tratamiento con 15d-PGJ2, en 
presencia o en ausencia de MG132. Los linfoblastos de individuos con EA se sembraron a una densidad 
inicial de 1.106 células.ml-1, y se cultivaron durante 24 h, en medio RPMI con 10% suero, en presencia o 
ausencia de 2,5 µM 15d-PGJ2. Posteriormente se retiro la 15d-PGJ2 del medio y las células se incubaron  
en presencia y ausencia de 10 M MG132. Los resultados fueron analizados por western blot, como  
muestra la figura,  mediante un experimento representativo. 
 
  
4.3.1 Efecto de la 15d-PGJ2  sobre la actividad del proteasoma. 
Con el fin de estudiar el efecto de la  15d-PGJ2 sobre la actividad global del 
proteasoma, medimos la actividad del proteasoma 26S evaluando la capacidad de los 
extractos celulares de degradar el compuesto fluorogénic sucinil-Leu-Leu-Val-Tyr 7-
amino-4-metilcumarina (Dick y cols., 1997),  así como la acumulación de proteínas 
ubiquitinadas de células con y sin tratamiento procedentes tanto de individuos controles 
como de EA.  
La figura 51 A muestra que la adicción de 15d-PGJ2 no produjo alteración alguna 
en la actividad global del proteasoma, tanto en células controles como de pacientes de 





presencia o en ausencia de 15d-PGJ2 en linfoblastos de individuos control y de 


































































Figura 51.- Efecto de la 15d-PGJ2  en la actividad global del proteasoma de células de EA. Los 
linfoblastos se sembraron a una densidad inicial de 1.106 .ml-1, y se cultivaron durante 48h en medio RPMI 
con 10% suero, en ausencia o presencia de 2.5 µM 15d-PGJ2 y 10µM MG132 como control positivo. A las 
48h se tomaron muestras con las que se realizaron extractos para medir la actividad del proteasoma 
según se describe en métodos. Panel A: Se muestra la media ± error estándar de seis experimentos 
diferentes realizados por triplicado. Panel B: se muestra un experimento representativo de un 
inmunoblotting a las 48h de la estimulación con suero revelado con un anticuerpo anti-ubiquitina. 
 
 
Dado que la p27 tiene que estar fosforilada en el residuo Thr187 para ser 
reconocida por la proteína Skp2 del complejo ubiquitin ligasa (Dick y cols., 1997), 
decidimos estudiar el efecto de la  15d-PGJ2 en los niveles de expresión de Skp2 y en el 
estado de fosforilación de p27. 
La figura 52 muestra que la administración de 15d-PGJ2 no altera el contenido 
celular de Skp2 en linfoblastos controles y de EA. Sin embargo la 15d-PGJ2 produce 
una disminución acusada  de los niveles de p27 fosforilada en Thr187 en linfoblastos de 
EA, que se acompaña de un aumento de contenido de p27 en estas células. Por el 












































































Figura 52.- Efecto del tratamiento con 15d-PGJ2  sobre los niveles de Skp2, el estado de 
fosforilación y niveles de expresión de p27kip1 en linfoblastos de donantes controles y pacientes 
con EA. Los linfoblastos se sembraron a una densidad inicial de 1.106 .ml-1, incubados en presencia y 
ausencia de 2,5  M 15d-PGJ2  en medio RPMI con 10% suero durante 24 h. Se representan western blots 
de Skp2, p27kip1, Thr187p27kip1 y β-actina (panel A). En el panel B se muestra el análisis densitométrico de 
Thr187p27kip1 tanto de individuos controles como de EA. Los resultados son la media±error estándar de 5 
experimentos independientes.  *p<0,05 respecto al control, **p<0,05 respecto a las células de EA 
incubadas en ausencia de 15d-PGJ2.   
 
 
 La figura 53 muestra los resultados de una serie de experimentos realizados para 
determinar la actividad del complejo ciclina E/CDK2 en ausencia o presencia de 15d-
PGJ2. Se observó que mientras el tratamiento no modificó la actividad del complejo en 
células controles, la actividad sí disminuyó en células de pacientes con EA igualándose 














































Figura 53.- Actividad quinasa del complejo ciclina E/CDK2 en  linfoblastos de donantes controles y 
pacientes con EA tras el tratamiento con 15d-PGJ2. Los linfoblastos se sembraron a una densidad 
inicial de 1.106 .ml-1, y se cultivaron durante 24h en medio RPMI con 10% suero, en presencia y ausencia 
de 2,5µM 15d-PGJ2. Se prepararon  extractos para ser inmunoprecipitados con anti-ciclina E y la actividad 
quinasa se medió utilizando histona H1 como sustrato. La histona H1 fosforilada se visualizó mediante 
autoradiografia. Los níveles de histona H1 se determinaron tiñendo el gel con Comassie. Se muestra un 
experimento representativo, debajo del cuál esta representado el análisis densitométrico.  Los resultados 





4.4. Efecto de la 15d-PGJ2 sobre la actividad de PI3-K/Akt. 
Como se ha descrito anteriormente el aumento de proliferación mediado por el 
suero y la disminución de los niveles de p27 en células de EA requiere la activación de 
la vía de señalización PI3-K/Akt. Dado que en otros tipos celulares se ha descrito una 
interacción de la 15d-PGJ2 con esta vía de señalización (Giri y cols., 2004), parece 
lógico estudiar si los efectos de 15d-PGJ2 se ejercen a este nivel.  Con este fin, primero 
se comparó los efectos de la administración de 15d-PGJ2 y Ly 294002, inhibidor 
especifico de la vía PI3-K/Akt, sobre la proliferación celular y niveles de p27 en células 





similares inhibiendo proliferación e incrementando los niveles de p27, sin que la 
combinación de ambos produzca efectos aditivos. 
- - + +15d-PGJ2



































































































Figura 54.- Influencia de la vía PI3-K/Akt en los efectos de la 15d-PGJ2 en los niveles de p27 y la 
proliferación celular de linfoblastos de pacientes con EA. Las células se sembraron en medio RPMI 
con 10% suero a una densidad inicial de 1.106.ml-1, en presencia y en ausencia de 2,5  M 15d-PGJ2, 20 
 M Ly 294002 o de ambos. A las 24 h se tomaron muestras para los ensayos de proliferación y de 
western blotting. En el panel A  se muestra un inmunoblot representativo mientras que el panel B recoge 
el análisis densitométrico. Los resultados mostrados son la media±error estándar de 4 experimentos.  
Panel C: La actividad proliferativa se determinó midiendo la reducción de MTT en triplicado en 4 
experimentos distintos. Los resultados son la media±error estándar de la actividad proliferativa respecto a 
la basal.   
 
En segundo lugar, se estudió los efectos de la 15d-PGJ2 en la activación de Akt en 
linfoblastos de individuos controles y de EA. Para ello, determinamos la fosforilación 
de Akt en Ser 473 a las 24 h de la estimulación con suero en presencia y ausencia de 
15d-PGJ2 tanto en linfoblastos de individuos controles como en enfermos. En la figura 
55 se observa que la administración de 15d-PGJ2 no produjo ningún efecto en la 
activación de Akt en células controles. Sin embargo, inhibió parcialmente la 
fosforilación de Akt en Ser 473 en linfoblastos de EA hasta alcanzar niveles similares a 






















































Figura 55.- Activación  de la vía PI3-K/Akt en linfoblastos de individuos controles y pacientes con 
EA tras el tratamiento con 15d-PGJ2. Linfoblastos de individuos controles y de EA (1.106. ml-1) fueron 
privadas de suero durante 24 horas. La 15d-PGJ2 (2,5  M) se añadió media hora antes de la estimulación 
con 10% FBS. 30 min más tarde se recogieron alícuotas para la determinación por western blot de la 
actividad de Akt. Panel A: se muestra un experimento representativo. Panel B: Análisis densitométrico de 
la actividad de Akt. Los resultados representan la media±error estándar de 8 experimentos 
independientes. *p<0,05 diferencia significativa respecto a células controles; **p<0,05 diferencia 
significativa respecto a células de pacientes de EA  incubadas en ausencia de 15d-PGJ2. 
 
4.5. Efecto de la 9,10 dihidro-15d-PGJ2 sobre proliferación celular, niveles de 
p27 y sobre  la actividad de PI3-K/Akt. 
Se ha sugerido que el anillo de ciclopentenona de 15d-PGJ2 es importante para 
desempeñar sus funciones biológicas (Paumi y cols., 2003), el doble enlace entre los 
carbonos 9-10 de la molécula participa en la formación de aductos con grupos SH de 
glutation o de residuo de cisterna en proteínas. Por estas razones, nos pareció interesante 
explorar si es necesario la presencia del anillo ciclopentenona para la actividad 
antiproliferativa de 15d-PGJ2 así como para modificar los niveles de p27 y la actividad 
de Akt. Para este fin se compararon los efectos de15d-PGJ2 con el análogo 9,10 dihidro-
15d-PGJ2 que carece del doble enlace entre los C9-C10, pero retiene la capacidad de 
activar a PPAR  (Paumi y cols., 2003).La estructura de estos dos compuestos aparece 
recogida esquemáticamente en la figura 56. 
15d-PGJ2 9,10-dihydro-15d-PGJ2  





   En la figura 57 se muestra que tras la administración de 9,10 dihidro-15d-PGJ2 
no se produjo ningún efecto sobre actividad proliferativa, ni sobre los niveles de p27 en 
células controles, pero tampoco sobre linfoblastos de EA a diferencia de lo observado 
tras la administración de  15d-PGJ2.      




























































































           
Figura 57.- Efecto de la 9,10 dihidro-15d-PGJ2 sobre proliferación celular y niveles de p27 en  
linfoblastos de individuos controles y EA. Los linfoblastos de individuos controles y de pacientes con 
EA se cultivaron en medio RPMI con 10% de suero en presencia o ausencia de 15d-PGJ2  y 9,10 dihido-
15d-PGJ2 a 2,5 M durante 72 horas. Cada día del experimento se tomaron muestras para el ensayo de 
proliferación (panel A). Tras la siembra se recogieron muestras a las 24 h, para realizar extractos 
celulares, con los que se realizaron western blots de p27kip1 (panel B). Se muestra el análisis 
densitométrico de p27kip1 que representa la media±error estándar de 3 experimentos independientes. 







También se observó como se muestra en la figura 58 que el uso de 9,10 dihidro-
15d-PGJ2  no produjo cambios sobre la actividad de PI3-K/Akt ni en linfoblastos de 
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Figura 58.- Efecto de la 9,10 dihidro-15d-PGJ2 sobre la actividad de PI3-K/Akt de linfoblastos 
controles y de EA. Los linfoblastos de individuos controles y pacientes de EA (1·106· ml-1) se privaron de 
suero durante 24 h. Media hora antes de la estimulación con 10% FBS se añadió 2,5  M 15d-PGJ2 o 2,5 
 M 9,10 dihido-15d-PGJ2. A las 24 h se recogieron extractos para la determinación por western blot de la 
actividad de Akt.  
Dado que la de 9,10 dihidro-15d-PGJ2 mantiene la capacidad de unirse al PPAR , 
estos resultados apoyan la independencia de los efectos de la 15d-PGJ2 de la activación 
del PPAR  y la importancia que tiene para sus efectos el doble enlace entre los C9-C10, 














1. Caracterización de las líneas linfoblásticas de EA. 
En este trabajo hemos utilizado linfocitos inmortalizados con el EBV de pacientes 
de EA y donantes controles como modelo experimental.  
Los linfocitos inmortalizados con el EBV son capaces de proliferar 
indefinidamente en cultivo. Las líneas linfoblásticas resultantes retienen el fenotipo y la 
función de las células B maduras (Beatty y cols., 1997) expresando  marcadores de 
activación y moléculas de adhesión similares a las de células B activadas (Wang y cols., 
1990).  
Existen numerosos precedentes en la literatura que demuestran la utilidad de 
células extraneurales para el estudio de enfermedades neurológicas (Okada y O’Brien 
1969; Gasparini y cols., 1997; Conholly 1998). Se reconoce hoy en día que la EA 
presenta también manifestaciones sistémicas, aunque lógicamente éstas tienen menores 
repercusiones clínicas  (Gibson y Huang 2002; Zhang y cols., 2003; Naderi y cols. 
2006). La utilización de tejidos extraneurales  de pacientes de Alzheimer ha permitido 
la identificación de un buen número de alteraciones celulares y moleculares que son 
reflejo de fenómenos comparables  en el cerebro de los individuos afectados 
(Etcheberrigaray y cols., 1994; Ibarreta y cols., 1998).  
Trabajos previos de nuestro laboratorio pusieron de manifiesto que las líneas 
linfoblásticas derivadas de pacientes de EA muestran una respuesta proliferativa al 
suero significativamente mayor que las células de individuos no dementes (Urcelay y 
cols., 2001; Cuevas y cols.,  2003, 2005). Esta observación nos llevó a considerar la 
posibilidad de que esta respuesta diferencial al suero, pudiera ser un reflejo de  las 
alteraciones de tipo neoplásico que se han detectado en necropsias cerebrales de 
individuos con EA  (Nagy y cols., 1997a y 1997b). El estudio comparativo de los 
mecanismos que regulan la progresión a través del ciclo de división celular en 
linfoblastos de individuos controles y pacientes con EA de aparición tardía, ha sido el 







Nuestros resultados confirman y extienden las observaciones previas de nuestro 
laboratorio indicando una mayor actividad proliferativa de linfoblastos de pacientes de 
EA en relación a la de linfobastos de individuos no dementes de edad similar (Urcelay y 
cols 2001; Cuevas 2003 y 2005). En la literatura existen precedentes que demuestran 
cambios en el control del ciclo celular en tejidos extraneurales de pacientes de EA. Así 
por ejemplo, cabe destacar el trabajo de Nagy 2002, realizado en un centenar de 
pacientes de EA, en el que se muestra que los linfocitos de los pacientes de EA 
presentan una sensibilidad mayor a los inhibidores de G1, como rapamicina (Nagy, 
2002). Es interesante destacar que estas alteraciones aparecen también en individuos 
con deterioro cognitivo leve.  También se han detectado cambios significativos en el 
control del ciclo celular en fibroblastos de pacientes de EA  (Tatebayashi y cols., 1995). 
La administración de algunos factores de crecimiento y activadores de receptores 
de superficie, en presencia de concentraciones bajas de FBS, no nos permitió identificar 
ningún receptor que pudiera ser selectiva y significativamente activado en la EA. Por el 
contrario el uso de inhibidores específicos de las principales vías de señalización celular 
nos permitió demostrar la participación de Ca2+/CaM en la mayor respuesta proliferativa 
al suero de los linfocitos inmortalizados de pacientes de EA. La administración del 
ligando natural del receptor nuclear PPAR , 15d-PGJ2 impidió selectivamente el 
aumento de proliferación de los linfoblastos de EA sin afectar la respuesta proliferativa 
de las células controles, pero como discutiremos más adelante, los efectos de la 
ciclopentenona fueron independientes de la activación de PPAR .  
Las enfermedades neurodegenerativas humanas, aunque afectan a áreas distintas 
del cerebro y presentan manifestaciones clínicas diferenciadas, comparten algunas 
características como la presencia de agregados de proteínas, aumento del daño oxidativo 
y alteración de la homeostasis de Ca2+ (Calne y Eisen, 1990: Mann y cols., 1997; Troy y 
cols., 1997). Algunos autores han encontrado evidencias de alteraciones en algunas 
proteínas relacionadas con el ciclo celular en neuronas de pacientes de varias 
enfermedades neurodegenerativas  (Husseman y cols., 2000). Sin embargo, nosotros no 
hemos detectado cambios en la actividad proliferativa ni en el contenido celular de p27 
en linfocitos inmortalizados de pacientes con demencia con cuerpos de Lewy en 





descartar que se produzcan cambios en los niveles de p27 o de otras proteínas 
relacionadas con el ciclo celular en las neuronas de estos pacientes, nuestros resultados 
sugieren que no tendrían una manifestación sistémica. Es interesante destacar las 
diferencias funcionales entre líneas linfoblásticas de pacientes de EA o de DCLw. 
La utilización de líneas linfoblásticas de pacientes de EA o de otras demencias 
ofrece ventajas comunes a otros modelos celulares en cuanto a disponibilidad de 
número suficiente de células para experimentación, evitando la extracción repetida de 
muestras de sangre en una población tan vulnerable como la de ancianos con demencia. 
No obstante es importante validar las observaciones realizadas en este modelo 
experimental, comprobando que se producen observaciones similares en células 
periféricas no transformadas. Nuestros resultados indican que también se produce una 
mayor respuesta proliferativa en linfocitos de pacientes de EA que en linfocitos 
controles. El análisis del ciclo celular tras la estimulación de células mononucleares de 
sangre periférica con un mitógeno, que activa preferentemente a los linfocitos B 
(Kuritani y Cooper, 1982) revela un mayor porcentaje de células en las fases S y G2/M 
del ciclo celular en las muestras de pacientes de EA. Asimismo, pudimos demostrar 
alteraciones en el estado de fosforilación y niveles de p27 en linfocitos B similares a los 
descritos en células inmortalizadas.  
2. Alteración en la actividad proliferativa de linfoblastos de   pacientes 
con EA. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio pusieron de manifiesto un aumento en la 
actividad proliferativa de  linfoblastos de pacientes de Alzheimer, así como una distinta 
vulnerabilidad a la muerte celular inducida por la ausencia del suero (Cuevas y cols., 
2003; 2005, Bartolomé y cols., 2006). Uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar 
los mecanismos moleculares que subyacen en la mayor respuesta proliferativa al suero 
de linfoblastos de EA. Por esta razón realizamos, en primer lugar un estudio 
comparativo de la tasa de proliferación, ciclo celular y niveles de expresión de algunas 






La acción mitogénica del suero se ejerce mediante la activación de diversos 
receptores de superficie y a través de vías intracelulares de señalización que 
últimamente convergen en la maquinaria del ciclo de división celular. La proteína de 
retinoblastoma (pRb), así como las proteínas p130 y p107, que pertenecen a la misma 
familia, juegan un papel esencial en la progresión a través de la fase G1 del ciclo celular, 
haciendo de intermediarios entre las señales extracelulares y el proceso de transcripción 
en el núcleo (Weingber, 1995). Cuando pRb se encuentra hipofosforilada forma 
complejos inhibitorios con factores de transcripción de la familia de E2F (Chellappan y 
cols., 1991). Tras la fosforilación de pRb se libera E2F permitiendo, de este modo, la 
transcripción de genes cuyos productos son necesarios para la progresión del ciclo 
celular (Helin, 1998). 
Nuestros resultados confirman observaciones previas de nuestro laboratorio, e 
indican que la pRb es activada en presencia de suero tanto en células  controles como 
linfoblastos de EA, ya que se observa un aumento en la fosforilación de la proteína en 
ambos casos.  
Los linfoblastos de pacientes con EA muestran un aumento en la expresión y en el 
estado de fosforilación de pRb. Esta proteína es fosforilada fundamentalmente por el 
complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). En consonancia con la mayor fosforilación 
de pRb en linfoblastos de pacientes de EA, encontramos en estas líneas celulares un 
aumento significativo en la actividad de ciclina E/CDK2. Sin embargo, el aumento de 
actividad no pudo explicarse por diferencias en los niveles de expresión de la ciclina  E 
o de CDK2, entre las líneas control y de EA. La actividad de CDK, que depende sobre 
todo de la disponibilidad de ciclina y su unión a la quinasa correspondiente (Sherr, 
1994), depende también de otros tipos de regulación, como la fosforilación de residuos 
concretos en la subunidad catalítica de CDK o de la unión de inhibidores de CDKs de 
bajo peso molecular (Sherr y Roberts, 1995). De acuerdo con observaciones previas, 
nuestros resultados muestran que los linfoblastos de pacientes con  EA tienen un 
contenido menor de uno de estos inhibidores de CDKs, concretamente de p27. 
El papel biológico de p27 aún no está completamente establecido, aunque 
distintos estudios le han otorgado un papel relevante en el control del ciclo celular, el 





suficiente para aumentar el riesgo del cáncer y de aterosclerosis (Porter y cols., 1997; 
Díez-Juan y Andrés,  2001). Numerosas observaciones realizadas en diversos tipos de 
células en cultivos, sugieren la existencia de una relación inversa entre abundancia de 
p27 y estado proliferativo de los cultivos (Rivard y cols., 1996). Así por ejemplo, la 
depleción de p27 mediante el uso de oligonucleótidos “antisentido” aumenta la 
velocidad de proliferación, mientras que la sobreexpresión de p27 inhibe la síntesis de 
ADN en células del endotelio vascular (Braun-Dullaeus y cols., 1999) o en células 
procedentes de un carcinoma de tiroides (Vitagliano y cols., 2004). De otro lado, los 
ratones p27-/- son más grandes que los normales y presentan un aumento de las gónadas, 
adrenales y pituitaria (Fero y cols., 1996). Por otra parte, parece haber una especificidad 
de tejido con respecto a los niveles de p27; los linfocitos, células de la gónada y 
neuronas,  expresan niveles altos de p27, mientras que el hígado, el riñón y fibroblastos 
tienen una cantidad relativamente pequeña de esta proteína (Nakayama y cols., 1996). 
Una característica común de los primeros es que sus células progenitoras son 
fuertemente mitóticas y tienen un ciclo muy activo, pero más tarde el ciclo se 
interrumpe. Las células se diferencian y durante este proceso, muchas células son 
abocadas a la muerte por apoptosis.  
La regulación del contenido celular de p27 se realiza por diversos mecanismos, 
tales como el control transcriptional (Kwon y cols., 1997), la alteración de la traducción 
(Millard y cols., 1997) y la degradación, dependiente de ubiquitinización, por el 
proteasoma (Pagano y cols., 1995). Además, también se ha descrito que la molécula de 
p27 contiene un sitio de reconocimiento de caspasas y puede pues, sufrir un proceso 
proteolítico por este mecanismo (Frost y cols., 2001).  
Nuestros resultados muestran que la vida media de p27 es considerablemente 
menor en linfoblastos de pacientes de Alzheimer  12 h versus 22 h en células controles. 
En la literatura se ha descrito que la vida media de p27 oscila entre 2 y 44 h 
aproximadamente, dependiendo del tipo celular y las condiciones experimentales 
(Connor y cols., 2003; Vuocolo y cols., 2004). Por otra parte, el hecho de que hayamos 
encontrado un aumento de p27 cuando las células son incubadas en presencia del 
inhibidor del proteasoma MG132 sugiere que la degradación de p27 en el proteasoma 





proteasoma en cerebros de EA, aunque no se ha podido establecer claramente una 
relación causal entre este proceso y la muerte neuronal (Checler y cols., 2000; Ding y 
Keller, 2003). El proteasoma 26S es un complejo multiprotéico, que se encarga de la 
degradación de un buen número de proteínas reguladoras, controlando ordenada y 
temporalmente los niveles de las mismas (King y cols., 1996; Naujokat y Hoffman, 
2002), así como de la degradación de proteínas con plegamiento defectuoso (Mori, 
2000). Este proceso requiere ATP y se inicia mediante la formación de conjugados entre 
la proteína en cuestión y moléculas de ubiquitina (Coux y cols., 1996). En cerebros de 
pacientes con EA se han encontrado niveles elevados de una forma mutada de 
ubiquitina, que aunque puede formar conjugados con distintas proteínas, éstos no son 
posteriormente susceptibles de proteólisis (Lam y cols., 2000). Asimismo, algunos de 
los componentes enzimáticos del proteasoma parecen sufrir una mayor oxidación e 
inactivación en cerebros de EA que en individuos controles, como se deduce de un 
análisis comparativo por técnicas de proteómica (Castegna y cols., 2002).   
La unión de la ubiquitina a la proteína diana es mediada por al menos tres 
enzimas: enzima activadora de ubiquitina (E1), enzima conjugadora de ubiquitina (E2) 
y la ubiquitin ligasa (E3) (Scheffner y cols., 1995). La principal responsable del 
reconocimiento de la proteína diana es la E3. Se piensa que hay dos tipos mayoritarios  
de ubiquitin ligasa que regulan la progresión a través del ciclo celular. Por un lado la 
APC/C que es requerida para la separación de las cromátidas hermanas en anafase y 
salir de la fase M a G2, mediando la ubiquitinación de mediadores de la anafase como 
las securinas (pds1 o cut2) y de ciclinas mitóticas respectivamente (Funabiki y cols 
1996) y por  otro lado el complejo SCF (SKP-Cullin-F-box) que esta implicado en la 
progresión a través de G1 a S mediando la ubiquitinación de ciclinas  e inhibidores de 
ciclinas importantes en la regulación de esta fase (Feldman y cols.,1997). El complejo 
SCF esta compuesto de componentes invariables como son Skp1, Cul1/Cdc53, y Rbx1 
así como una región variable conocida como proteína  “F-Box”  que es la responsable 
de unirse por un lado a Skp1 y por otro de reconocer el sustrato que va a ser degradado 
(Elledge y Harper, 1998; Krek, 1998; Patton y cols.,1998; Deshaies, 1999). Se han 





invariable así como su interacción con E2  hace que la vía de ubiquitinación sea 
específica para múltiples sustratos. 
 Se sabe que la degradación de p27 esta mediada por el complejo SCFskp2 (Pagano 
y cols.,1995) , Skp2 es la proteína “F-box” encargada de la degradación de p27 y de 
ciclina E (Nakayama y cols., 2000), mientras que ciclina E se une directamente a Skp2, 
p27 necesita estar fosforilada en Thr187 para ser reconocida por Skp2; esta unión 
resulta en la ubiquitinación y  posterior degradación de p27 (Dick y cols., 1997).  
A pesar de las alteraciones descritas en la actividad del proteasoma 26S en 
cerebros de pacientes de EA (de Vrij y cols., 2004), no se encontró diferencias 
significativas en la actividad global del proteasoma ni en la acumulación de proteínas 
ubiquitinadas entre las células controles o de EA, que pudieran explicar la disminución 
en el contenido celular de p27 en los linfoblastos de EA. Tampoco se encontraron 
diferencias significativas en los niveles de expresión de Spk2 entre ambos tipos de 
células. Por otra parte, no se observaron cambios en la vida media de ciclina E,  
substrato también de Skp2, entre las células controles y de EA. En conjunto estos 
resultados indican que la estimulación de la degradación de p27 observada en los 
linfoblastos de pacientes de EA no es el resultado de un aumento generalizado de  la 
degradación de proteínas.  
Nuestros resultados indican que existe una relación inversa entre fosforilación de 
p27 en Thr187 y contenido celular de p27. Por tanto, la alteración en el proceso de 
fosforilación de p27, más que diferencias en la actividad del proteasoma, parece ser 
responsable de la disminución en los niveles celulares de p27 en linfoblastos de 
pacientes de EA. 
La fosforilación de p27 en Thr187 está catalizada por el complejo ciclina E/CDK2 
(Sheaff y cols., 1997). Nuestros resultados muestran un aumento significativo de la 
actividad de este complejo en las células de EA en respuesta al suero. La estimulación 
de la actividad quinasa, inducida por el suero, no parece estar mediada por cambios en 
los niveles de expresión de ciclina E o de CDK2. Nuestros resultados sugieren que la 





la células de EA contribuyen a la estimulación de ciclina E/CDK2, resultando en un 
aumento de la fosforilación de las proteínas de la familia de retinoblastoma (Cuevas y 
cols., 2003, 2005; Muñoz y cols., 2005). 
3.   Papel de la vía de señalización Ca2+/CaM en el control de 
proliferación de linfoblastos de individuos controles y de EA. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio habían demostrado que la regulación a la 
baja de p27 y la estimulación de la actividad proliferativa de linfoblastos de EA 
depende de Ca2+/CaM (Cuevas y cols., 2003 y 2005).  
A pesar de que se ha descrito que la CaM es capaz de interaccionar con las 
subunidades del proteasoma 26S (Shen y cols., 2005), nosotros no hemos encontrado 
evidencias de que los antagonistas de CaM interfieran con la actividad global del 
proteasoma ni con el proceso de ubiquitinización de las proteínas en linfocitos humanos.  
Nuestros resultados indican que Ca2+/CaM interacciona con la cascada de 
señalización PI3-K/Akt para regular la progresión de las células a través del ciclo de 
división celular,  controlando los procesos de fosforilación y degradación de p27. Esta 
aseveración se basa en las siguientes observaciones: 1) la fosforilación de Akt es mayor 
en células de EA en las que se ha descrito un aumento en la actividad de la ruta 
dependiente de Ca2+/CaM (Ibarreta et al., 1998; Urcelay et al., 2001, Cuevas et al., 
2003), 2) el antagonista de CaM, CMZ, aumenta los niveles de p27 en células de EA, y 
disminuye simultáneamente la fosforilación de p27 en Thr187 y la fosforilación de Akt 
en Ser473. En consonancia la vida media de p27 aumenta considerablemente tras el 
tratamiento de los linfoblastos de EA con CMZ, 3) la inactivación de la vía de 
señalización PI3-K/Akt por Ly 294002 reproduce el efecto de CMZ incrementando los 
niveles celulares de p27 y bloquea la estimulación de proliferación, inducida por el 
suero, en los linfoblastos de pacientes de EA. La inhibición de la ruta PI3-K/Akt nuestra 
el mismo patrón temporal que la disminución de los niveles de fofo-p27 (Thr187) y el 





La acción de CaM regulando la actividad de PI3-K/Akt y los niveles de p27 no 
depende de la actividad de CaMKII o de calcineurina, ya que inhibidores selectivos de 
estas dos enzimas no reproducen los efectos de los antagonistas de CaM impidiendo la 
fosforilación de Akt y aumentando el contenido celular de p27. 
Los antagonistas de CaM no tienen ningún efecto sobre proliferación, 
fosforilación de Akt o contenido de p27 en linfoblastos de individuos controles. Estos 
resultados sugieren que debe haber un umbral de CaM por encima del cual las células 
adquieren una ventaja proliferativa. Esta idea está en consonancia con evidencias 
experimentales que indican la existencia de una relación lineal entre la concentración 
intracelular y/o actividad de CaM y la capacidad proliferativa (Rasmussen y Means, 
1989).  
En relación al control de los niveles celulares  de p27 por PI3-K/Akt, se ha 
descrito  la participación de esta vía de señalización en la regulación de los procesos de 
transcripción y degradación de p27 (Li y Sun, 1998; Dijkers y cols., 2000; Andreu y 
cols., 2005).  
A nivel transcripcional algunos laboratorios han demostrado que Akt inhibe la 
activación de los factores de transcripción conocidos como FoxO1, FoxO3  y FoxO4 
mediante la fosforilación de los mismos y su exclusión del núcleo (Kaestner K y cols., 
2000; Brownawell y cols., 2001), estos factores de transcripción están involucrados en 
el control de la expresión  de p27 y por tanto en la proliferación celular (Coqueret, 
2003; Kops y cols., 2000). A nivel postrancripcional se ha descrito el papel de Akt  
regulando la expresión de Skp2 e interviniendo directamente en la fosforilación de p27 
en diversos residuos (Shin y cols., 2002; Motti y cols 2005).  
La fosforilación de p27 en diversos residuos, tiene consecuencias importantes 
para la estabilización, localización subcelular y degradación de la proteína. Así por 
ejemplo, la fosforilación de p27 en Serina 10 (S10), que da cuenta de 
aproximadamente el 70% de la fosforilación total de la molécula (Ishida y cols., 2000), 
parece jugar un papel importante en la estabilización de la proteína durante G0/G1 





transporte de p27 desde el núcleo al citoplasma (Rodier y cols., 2001; Boehm y cols., 
2002). Aunque aún se discute cuales son las quinasas que fosforilan este residuo in 
vivo, se ha descrito la participación de la hKIS (human kinase interactin stahmin) 
(Boehm y cols., 2002). Más recientemente se  ha descrito la fosfororilación directa de 
p27 en S10 por Akt purificada, o expresada transitoriamente en cultivos celulares 
(Nacusi y  Sheaff, 2006). La fosforilación de p27 por Akt en los residuos Thr157 y Thr 
198 está bien documentada en numerosos tipos celulares  (Viglieto y cols., 2002; Shin 
y cols., 2002; Liang ycols., 2002; Fujita y cols., 2002; Motti y cols., 2004). Estos 
residuos se encuentran en la señal de localización nuclear (SLN) en el extremo C-
terminal de la molécula   (Fujita y cols., 2002; Sekimoto y cols., 2004). Por esta razón, 
se ha sugerido que la Akt regula el transporte de p27 desde el citoplasma hacia el 
núcleo (Shin y cols., 2002; Motti y cols., 2005; Viglietto y cols., 2002). La 
fosforilación de estos residuos por Akt, facilita la unión de p27 a la proteína 14.3.3 
(Fujita y cols., 2002; Sekimoto y cols., 2004) y previene la unión de p27 a la α-
importina inhibiendo la translocación de la p27 hacia el núcleo (Liang y cols., 2002). 
La consecuencia de la retención de p27 en el citoplasma es la activación del complejo 
ciclina E/CDK2 (Le y cols., 2005). Además, recientemente se ha asignado un papel 
novel a la fosforilación de p27 en Thr198, regulando la unión de p27 a los complejos 
ciclina/CDKs, de tal manera que la fosforilación de p27 en Thr198 y Thr187 actuarían 
sinérgicamente controlando los niveles y actividad de p27 y regulando la transición 
G1/S del ciclo celular  (Kossatz y cols., 2006).  
En nuestras condiciones experimentales, la mayor actividad de Akt en los 
linfoblastos de pacientes de EA se acompaña de un aumento en la actividad del 
complejo ciclina E/CDK2 y de la fosforilación de p27 en Thr187.  Aunque no se ha 
podido determinar la fosforilación de p27 en Thr157 y Thr198, mediada por Akt, si 
hemos podido detectar una mayor acumulación de p27 en el citoplasma de las células 
de pacientes en relación a las células controles. El secuestro de p27 en el citosol 
previene la actividad inhibidora de este CDKI y por otra parte aumenta la fosforilación 





El mecanismo molecular mediante el cual la CaM regula la actividad de PI3-
K/Akt no se conoce con precisión. En la literatura se ha descrito un papel de la vía 
Ca2+/CaM en la activación de PI3-K/Akt en diversos tipos celulares (Pérez-García y 
cols., 2004; Cheng y cols., 2003). PI3-K cataliza la reacción que da como productos el 
fosfatidil inositol 3-4 bisfosfato (PIP2) e inositol 3,4,5 trisfosfato (PIP3). PIP2 y PIP3 se 
unen a un subgrupo de proteínas entre las que se encuentra Akt que contienen dominios 
plecstrina (PH) de unión a fosfolípidos (Downes y cols., 2005; Wymann y Marone, 
2005). Estos fosfolípidos sirven como anclaje de Akt, facilitando su translocación a la 
membrana plasmática donde es fosforilada (Song y cols., 2005). Estudios previos, 
utilizando co-inmunoprecipitación de CaM y PI3-K y cromatografía de afinidad, 
demostraron que la CaM es capaz de asociarse con dominios SH2 de la subunidad 
reguladora de 85 KDa de PI3-K, aumentando su actividad tanto in vitro como en 
cultivos celulares (Joyal y cols,  1997; Pérez-García y cols., 2004). Además, se ha 
descrito la existencia de una secuencia consenso de unión a CaM en la subunidad 
catalítica p110 de PI3-K (Fischer y cols., 1998). Por oro lado, se ha descrito que la 
disminución de Ca2+ intracelular o la inhibición de CaM inhibe la activación de Akt 
(Egea y cols., 2001; Cheng y cos., 2003; Shin y cols., 2006). La expresión de formas 
mutantes de CaM en cada uno de los 4 sitios de unión a Ca2+ impide la estimulación de 
Akt por el factor neurotrófico de cerebro (BDNF) (Cheng y cols., 2003). Asimismo, el  
tratamiento con diferentes antagonistas de CaM no relacionados estructuralmente como 
la trifluoperacina, el W-13 o el CMZ,  son capaces de bloquear la activación de Akt y 
restaurar la actividad transcripcional de la familia de factores de transcripción FOX en 
células PTEN-/- (Kau y cols., 2003). Por otra parte, la CaM podría activar directamente 
a Akt, pues se ha descrito recientemente que estas dos proteínas son capaces de formar 
complejos in vitro (Deb y cols., 2004), lo que podría facilitar la translocación de Akt a 
la membrana plasmática para su fosforilación. Además la Akt es fosforilada 
directamente por CaM quinasa quinasa (CaM KK), de manera dependiente de Ca2+ 
(Yano y cols., 1998). Cual de estos mecanismo es el que predomina en linfocitos 
humanos todavía no lo sabemos,  necesitando para ello investigaciones futuras. 
La causa de la aparentemente mayor actividad de la ruta dependiente de 
Ca2+/CaM en linfoblastos de EA se desconoce, pero se han descrito cambios 





iones Ca2+ son esenciales en los procesos de aprendizaje y memoria (Mattson y Chan, 
2003) y la perturbación de la homeostasis iónica se considera una de las causas de la 
neurodegeneración en la EA (LaFerla, 2002). La CaM es el más importante receptor 
intracelular de Ca2+. Se ha descrito que la CaM juega un papel relevante para la 
supervivencia, tanto de células neuronales (Egea y cols., 2001; Cheng y cols., 2003), 
como células de linfoma de pollo, (Schmalzigaug y cols., 2001) o de carcinoma de 
mama (Deb y cols., 2004). La importancia de la molécula de CaM para la supervivencia 
de las células de mamíferos queda reflejada en el hecho de que sea codificada por tres 
genes en cromosomas separados (Berchtold y cols., 1993) y que su secuencia se ha 
conservado en el proceso evolutivo, siendo idéntica en distintas especies (Toutenhoofd 
y Sthrehler, 2000).  Aunque no podemos concluir si se producen cambios en la 
expresión de CaM en células de pacientes, nos inclinamos a pensar que la respuesta 
exacerbada en los flujos y/o fijación de Ca2+ que se produce en linfoblastos de EA 
(Ibarreta y cols., 1997),  sea un factor importante de la actividad exacerbada de la 
cascada de señalización dependiente de Ca2+/CaM. 
Aunque los resultados obtenidos en células extraneurales de pacientes de EA no 
son directamente extrapolables a lo que sucede en el cerebro, es interesante destacar que 
alteraciones similares se han detectado en cerebros de pacientes de EA. Así por 
ejemplo, se ha relacionado alteraciones en la cascada de señalización PI3-K/Akt con el 
 -amiloide, los ovillos neurofibrilares y con la perdida neuronal en EA (Stein y cols., 
2002). Se ha detectado un incremento de Akt fosforilada en Ser473 en neuronas de la 
corteza temporal de EA (Rickle y cols., 2004). La sobreactivación de Akt en cerebros de 
pacientes con EA está acompañada por un incremento en los niveles de fosforilación de 
sustratos de Akt como son GSK3ß, mTOR, tau y bajos niveles de p27 (Griffin y cols., 
2005).  Otros autores han observado un aumento en los niveles de fofo-p27 (Thr187) en 
el citoplasma de neuronas vulnerables en la EA en asociación con ovillos neurofibrilares 
y neuritas distróficas (Ogawa y cols., 2003). Se ha considerado que la sobreactivación 
de la vía  PI3-K/Akt, normalmente asociada al control de la supervivencia celular en 
cerebros de pacientes con EA, pudiera ser una respuesta de las neuronas para compensar 
daños provocado por la enfermedad (Marino y cols., 2002). Sin embargo, el  incremento 





muerte celular, como consecuencia  de sus efectos en proteínas reguladoras del ciclo 
celular.   
En conjunto, nuestros resultados obtenidos en células periféricas de pacientes de 
EA, disfunción de la vía de señalización PI3-K/Akt, niveles disminuidos de p27, 
similares a los descritos en neuronas vulnerables del cerebro de pacientes de EA, 
suponen un apoyo adicional a la hipótesis de que la EA es una enfermedad sistémica 
(Eckert y cols., 1994; Gibson y Huang 2002; Nagy y cols., 2002). Por otra parte, se 
infiere que los linfocitos inmortalizados de pacientes de EA son un modelo 
experimental adecuado para el estudio de perturbaciones funcionales relevantes para la 
EA. 
4. Papel del PPARγ en el control de proliferación de linfoblastos de 
individuos controles y de EA. 
Los PPARS se describieron inicialmente como receptores nucleares que median 
los efectos de ciertos compuestos llamados proliferadores de peroxisomas sobre la 
expresión génica. Como otros receptores nucleares, los PPARs actúan uniéndose a sus 
elementos de respuesta (PPREs) en los genes diana (Berger y Moller, 2002). Hasta el 
momento, se han identificado tres tipos: α,  , y  . El PPAR  se expresa 
fundamentalmente en el tejido adiposo y en el sistema inmune, pero se ha postulado que 
juega un papel importante en la regulación de la sensibilidad del cerebro a ciertos  
estímulos (Watson y Craft, 2003). La actividad de este receptor nuclear/factor de 
transcripción, que forma heterodímeros con el receptor de retinoides (RXR), depende de 
su unión a ligandos específicos. Se ha descrito una variedad de ligandos sintéticos y 
naturales para el PPAR , entre ellos destacan la ciclopentenona 15d-PGJ2, ligandos 
hipolipidémicos como los fibratos, los antiinflamatorios no esteroídeos o drogas 
antidiabéticas como las tiazolidinedionas (glitazonas) como troglitazona, pioglitazona y 
rosiglitazona (Chineti y cols., 2000; Satiel y Olefsky, 1996). 
El conocimiento de los efectos de la activación de PPAR  en relación a la EA 
tiene un considerable interés como potencial farmacológico. En primer lugar hay que 





suprimiendo la actividad de COX-2 (ciclooxigenasa-2) y de la forma inducible de la 
óxido-nítrico sintasa  (iNOS) (Subbaramaiah y cols., 2001; Petrova y cols, 1999). 
También en el sistema nervioso se han descrito efectos de la activación de PPAR  en 
los astrocitos y la microglía (Kielan y Drew, 2003). La activación de PPAR  tiene 
efectos neuroprotectores en cultivos neuronales (Luna-Medina y cols., 2003) y cerebros 
de rata (Zhao y cols., 2006).  Ya habíamos mencionado que la inflamación juega un 
papel relevante en la patogénesis de la EA, que se produce como consecuencia de la 
activación de astrocitos y microglia y la consecuente liberación de moléculas pro-
inflamatorias.  En el tratamiento de la neuroinflamación en la EA es importante separar 
los efectos antiinflamatorios de la función fagocítica de la respuesta inmune ya que ésta 
puede tener un papel neuroprotector (Ard y cols., 1996). La activación de PPAR  
parece cumplir esta dualidad y por ello se propuso el utilizar ligandos de PPAR  como 
tratamiento para la EA (Gasparini y cols., 2004; Landreth y Heneka, 2001; Feinstein 
2003).  El descubrimiento de efectos anti-amiloidogénicos y antineoplásicos de ciertos 
ligandos de PPAR  supuso un nuevo impulso para la utilización de estas drogas en 
pacientes de EA (Pasinetti, 2002). 
La 15d-PGJ2 es el ligando natural de PPAR , muestra una gran afinidad 
(Kd=300µM) y destaca entre los otros ligando por su potente efecto antiinflamatorio 
(Jiang y cols., 1998). Se ha demostrado que aumenta la generación de esta 
ciclopentenona en el curso de la inflamación (Gilroy y cols., 1999) y se ha propuesto 
que contribuye a su resolución a través de varios mecanismos (Castrillo y cols., 2000; 
Rossi y cols., 2000). Además la 15d-PGJ2 parece tener efectos neuroprotectores en 
distintos modelos de enfermedades neurodegenerativas como la ELA  o la EA (Klegeris 
y cols., 2005). 
Por otra parte, la 15d-PGJ2 tiene efectos antimitogénicos y proapoptóticos en 
numerosos tipos celulares  (Han y cols., 2001; Kersten y cols., 2000), por esta razón, 
nos pareció interesante considerar la posibilidad de que la ciclopentenona pudiera 





Nuestros resultados muestran que la administración de 15d-PGJ2 bloquea el 
aumento de actividad antiproliferativa en respuesta al suero de linfoblastos con EA. En 
efecto, pudimos observar que la incubación de células con concentraciones crecientes 
de 15d-PGJ2 inhibió el crecimiento celular e indujo apoptosis de manera dosis 
dependiente. Las células de pacientes con EA fueron más sensibles a la 15d-PGJ2 que 
las células controles. A dosis bajas, la 15d-PGJ2 bloqueó selectivamente el aumento de 
proliferación en respuesta al suero de linfoblastos de EA, sin alterar la tasa basal normal 
de proliferación. 
Los linfoblastos de individuos controles y de pacientes con EA expresan niveles 
significativos de PPARγ y la activación de PPARγ valorada por la unión ADN-PPARγ 
en presencia del ligando ocurre tanto en las células controles como en las de pacientes 
con EA. Sin embargo,  el efecto antiproliferativo de 15d-PGJ2 parece ser independiente 
de la activación del PPARγ . En primer lugar, antagonistas específicos de PPAR  como 
GW9662 y T0070907 no fueron capaces de bloquear el efecto antiproliferativo de la 
15d-PGJ2; en segundo lugar  otros ligandos del  PPARγ tales como tiazolidinedionas, 
como las rosiglitazonas o los AINEs, como la Indometacina, no reprodujeron los efectos 
de la 15d-PGJ2 en las células de pacientes con EA y, tercer y último lugar, el uso de 9-
cis-retinoico no aumentó la inhibición inducida por la 15d-PGJ2 de los linfoblastos de 
pacientes con EA cuando las células fueron simultáneamente tratadas con ambos 
ligandos. 
Estos resultados están de acuerdo con otros previos que han descrito efectos de la 
15d-PGJ2 independientes del PPARγ en otros tipos celulares, incluyendo células del 
sistema nervioso (Boyault y cols., 2001;  Janabi, 2002). 
Nuestros resultados muestran que la 15d-PGJ2 inhibe el aumento de proliferación 
en respuesta al suero de células de pacientes con EA atenuando la actividad de algunos 
reguladores claves del ciclo celular que controlan la progresión de G1 a S. 
Particularmente previno el aumento de la actividad del complejo ciclina E/CDK2 y por 
ende, la fosforilación de pRb en respuesta al suero de las células de EA. Este efecto se 





La adicción de 15d-PGJ2 no tuvo efectos en la activación del complejo ciclina 
E/CDK2, ni en el estado de fosforilación de pRb en células controles, pero redujo 
significativamente la actividad del complejo ciclina E/CDK2 y los niveles de la forma 
hiperfosforilada de pRb en linfoblastos de pacientes con EA. El tratamiento con 15d-
PGJ2 en las células de pacientes con EA incrementó los niveles de p27,  igualándolos a 
los niveles encontrados en células controles. Estos resultados están en consonancia con 
trabajos previos que indican que ligandos del PPARγ inducen la acumulación de p27 en 
otros tipos celulares (Azuma y cols., 2004; Motomura y cols., 2003).  
Nuestros resultados indican que el aumento de los niveles de p27 en linfoblastos 
de EA  mediado por la 15d-PGJ2 se debe a una reducción en la tasa de degradación de 
p27. La vida media de esta proteína aumentó tras la administración de 15d-PGJ2, hasta 
valores similares a los encontrados en células controles. Se han descrito efectos 
similares de la 15d-PGJ2, regulando a nivel postranscripcional, los niveles de otras 
proteínas tales como p53, implicadas en procesos de supervivencia/proliferación celular 
(Shibata y cols., 2003). 
 
Aunque se ha descrito que la 15d-PGJ2 tiene efectos electrofílicos y puede 
interaccionar covalentemente con componentes proteicos del proteasoma (Mullally  y 
cols., 2001; Shibata y cols., 2003;  Ishii y cols 2005), nosotros no apreciamos cambios 
en la actividad del proteasoma ni en la ubiquitinización de proteínas tras el tratamiento 
con 15d-PGJ2. Tampoco encontramos diferencias significativas en los niveles de Skp2 
en presencia de 15d-PGJ2, como se ha descrito en otros tipos celulares, en los que la 
acción de agonistas del PPAR  regulando los niveles celulares de p27 se ha asociado 
con cambios en la expresión de la proteína receptora del complejo SCF (Koga y cols., 
2003). 
De forma similar a lo que se observaba con los antagonistas de CaM, la 
administración de 15d-PGJ2 a linfoblastos de EA redujo considerablemente la 
fosforilación de p27 en Thr187, facilitando de este modo la degradación de la proteína 
en el proteasoma.  
Se sabe que la  15d-PGJ2 modula las vías de señalización MAPK, Ras, Rho y PI3-
K/Akt (Takeda  y cols., 2001; Chen y Tseng, 2005; Oliva y cols., 2003; Rovin y cols., 





acumulación de p27 (Delmas y cols., 2001), a través de cambios en la fosforilación de 
la molécula. Como ya habíamos mencionado, nuestros resultados demostraron que la 
cascada de señalización PI3-K/Akt, pero no la señalización a través de MAP quinasas, 
está implicada en la mayor respuesta proliferativa de los linfobastos derivados de 
pacientes de EA. La activación de Akt controla el estado de fosforilación y la 
localización subcelular de p27, regulando de esta forma la actividad del complejo 
ciclina E/CDK2 y el tránsito de las células a través de G1/S. La administración de 15d-
PGJ2 impide la activación de Akt inducida por el suero en linfoblastos de pacientes de 
EA, sin afectar la fosforilación de Akt en células controles. Estos resultados sugieren 
que la 15d-PGJ2 actúa en un sitio de la cascada de señalización superior a Akt. 
La observación de que el análogo de la 15d-PGJ2, 9,10 dihidro-15-PGJ2, que 
carece del anillo ciclopentenona no es capaz de inhibir la actividad proliferativa, ni de 
inhibir la activación de Akt e incrementar los niveles de p27 en linfoblastos de EA,  
indica que la presencia del doble enlace entre los carbonos 9-10 es importante para los 
efectos de la 15d-PGJ2. Puesto que el análogo 9,10 dihidro-15d-PGJ2 retiene la 
capacidad de activar PPAR , estas observaciones suponen un apoyo adicional a que los 
efectos de 15d-PGJ2 en linfoblastos de pacientes de EA no son mediados por este factor 
de transcripción. La 9,10 dihidro-15d-PGJ2  se diseñó como un análogo de 15d-PGJ2 
incapaz de formar conjugados con glutation (GSH), para estudiar la importancia de los 
grupos tioles en los efectos de la 15d-PGJ2 (Paumi, 2003). El hecho de que no tenga 
efectos en los linfoblastos de pacientes de EA abre la posibilidad de que la distinta 
sensibilidad a las acciones de la 15d-PGJ2 entre linfoblastos de EA y donantes controles 
pudiera deberse, entre otros factores, a cambios en el contenido celular de GSH. 
Las ciclopentenonas son compuestos reactivos que poseen un grupo α,  carbonilo 
no saturado que le permite formar conjugados con los grupos sulfidrilos de los residuos 
de cisteína en las proteínas y glutation, modificando de esta forma la función de ciertas 
proteínas y alterando el estado redox celular (Narumiya  y cols., 1987; Parker 1996). En 
estas interacciones también participa el doble enlace en la posición 13 (Sánchez-Gómez 
y cols., 2004). La formación de aductos de Michael entre 15d-PGJ2 y ciertos 





Rossi y cols., 2000; Jiang y cols., 1998). Sin embargo, hasta la fecha sólo se ha 
identificado un número limitado de proteínas modificadas por el tratamiento con 15d-
PGJ2. Entre ellas destacan algunas proteínas del citoesqueleto y otras reguladas por el 
estado redox (Stamatakis y cols., 2006). 
No tenemos constancia de que la 15d-PGJ2 pudiera formar aductos con alguno de 
los componentes de la cascada de señalización Ca2+/CaM/PI3-K/Akt. Sin embargo, se 
ha descrito la modulación de la cascada de señalización PI3-K/Akt, mediada por H-Ras 
formando complejos con 15d-PGJ2 (Oliva y cols., 2003). Otros autores han descrito un 
efecto inhibidor de 15d-PGJ2 sobre la actividad de PI3-K/Akt en astrocitos de rata, de 
manera independiente de la activación de PPAR  (Giri y cols., 2004). La secuencia de 
aminoácidos de CaM no contiene residuos de cisteína, pero cabe la posibilidad de que 
otras proteínas que se unen a CaM, distintas a CaMKII o calcineurina,  pudieran ser 
modificadas por 15d-PGJ2 y perturbar de esta forma la señalización a través de esta vía. 
Así, por ejemplo, se ha descrito que la CaM interacciona con dominios SH2 de la 
subunidad p85 de PI3-K siendo esta interacción más fuete en el dominio SH2 del 
extremo carboxilo que la encontrada en el dominio amino terminal. Como consecuencia 
de esta interacción se ha descrito una mayor actividad de PI3-K (Joyal y cols., 1997).El 
análisis de la secuencia de aminoácidos de la subunidad P85 de PI3-k confirma la 
existencia de residuos cisteína en el dominio SH2 del extremo carboxi terminal de la 
proteína, la unión de la 15d-PGJ2 a estos residuos podría explicar tal vez la menor 
actividad de la vía PI3-K encontrada en linfoblastos de EA tras el tratamiento con 15d-
PGJ2 sin que se encontrara efecto células controles. También la molécula de Akt 
presenta dos cisteínas próximas a los residuos susceptibles de fosforilación importantes 
para su activación, Cys 310 y Cys 460  próximas a la Thr308 y Ser478 respectivamente.  
Las ciclopentenonas no pueden considerarse productos inertes debido a su 
capacidad de modificar covalentemente ciertas proteínas, sin embargo, el hecho de que 
la 15d-PGJ2 no tenga efectos apreciables, a dosis bajas, en linfoblastos de donantes 






Aunque nuestros resultados, obtenidos en células extraneurales no son 
directamente extrapolables al SNC, la actividad antiproliferativa de la 15d-PGJ2, 
regulando los niveles de p27,  pudiera tener un efecto neuroprotector impidiendo que las 
neuronas de las áreas cerebrales vulnerables en la EA, atraviesen el punto crítico G1/S 















1. Las líneas linfoblásticas de pacientes de EA retienen la capacidad de los linfocitos no 
transformados de responder más intensamente a la activación mitogénica y de 
expresar menores niveles de p27kip1 que los linfocitos de donantes no dementes de 
edad aproximada; demostrando la utilidad de linfocitos inmortalizados como modelo 
experimental para el estudio de perturbaciones funcionales relevantes de la patología 
de Alzheimer. 
2. La perturbación de las interacciones moleculares entre las vías de señalización 
dependientes de Ca2+/CaM y PI3-K/Akt parece ser responsable de las alteraciones en 
los procesos de proliferación y regulación del contenido celular de p27 en 
linfoblastos de pacientes con EA. 
3. Los linfocitos de EA muestran una mayor activación de PI3-K/Akt y de ciclina 
E/CDK2, en respuesta al suero, que se acompaña de cambios recíprocos en los 
niveles de p27 y de la forma fosforilada de p27 en el residuo Thr187. La adición de 
antagonistas Ca2+/CaM restaura los niveles celulares de p27, la actividad  de PI3-
K/Akt y la velocidad de proliferación a niveles similares a los de las células 
controles. 
4. El incremento de fosforilación de p27 en Thr187, observado en linfoblastos de EA, 
es responsable de la mayor velocidad de degradación de p27 en el proteasoma. La 
velocidad de recambio de otras proteínas reguladoras del ciclo celular, así como la 
ubiquitinación de proteínas o la actividad global del proteasoma no se ven afectadas 
por la enfermedad. 
5. El tratamiento de linfoblastos de EA con el ligando de PPAR , 15d-PGJ2, previene el 
aumento de de proliferación y disminución de p27, inducidos por el suero. 
6. Los efectos de 15d-PGJ2 son independientes del PPAR  y requieren la presencia del 
doble enlace entre los carbonos 9 y 10 de la molécula. Estos resultados sugieren que 
la 15d-PGJ2 podría modificar la actividad de proteínas relevantes formando aductos 





7.  La 15d-PGJ2 previene la mayor activación de Akt de linfoblastos de EA, en 
respuesta al suero, sin afectar a la fosforilación de Akt en las células controles, 
sugiriendo que actúa en un punto superior de la cascada de señalización. 
8. La inhibición de Akt por la  15d-PGJ2 en linfoblastos de EA previene la fosforilación 
de p27 e impide la degradación de p27 por el proteasoma. 
9. Aunque nuestros resultados, obtenidos en células extraneuronales no son 
directamente extrapolables al SNC, la actividad antiproliferativa de la 15d-PGJ2, 
regulando los niveles de p27, pudiera tener un efecto neuroprotector impidiendo que 
las neuronas de las áreas cerebrales vulnerables en la EA, atraviesen el punto crítico 
G1/S de control del ciclo celular.  
10. En conjunto, estas observaciones realizadas en células periféricas de pacientes de 
EA, disfunción de la vía de señalización PI3-K/Akt, niveles disminuidos de p27, 
similares a los descritos en neuronas vulnerables del cerebro de pacientes de EA, 
suponen un apoyo adicional ala hipótesis de que la EA es una enfermedad sistémica.  
11. Por último, pensamos que los resultados de esta tesis, obtenidos en células 
extraneuronales, fácilmente accesibles, aportan algunas claves al estudio de la 
patogénesis de la EA y podrían, eventualmente, tener interés para el diagnóstico y la 
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